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Resumen 
 
Con el fin de aportar a la caracterización de los eventos bioquímicos que median la 
interacción del fruto de lulo (Solanum quitoense Lam) con el patógeno Colletotricum 
acutatum, causante de la enfermedad conocida como antracnosis, se evaluó “in vitro” la 
secreción por parte del hongo de las enzimas pectinolíticas, poligalacturonasa y pectato 
liasa en presencia de exocarpo o pared celular del fruto en diferentes estados de 
maduración (verde, pintón y maduro). Las condiciones seleccionadas para la 
determinación de la actividad de la enzima poligalacturonasa en extractos enzimáticos 
crudos fueron: ácido poligalacturónico 0,3% empleado como sustrato, 60 µL de extracto 
enzimático, pH 5.0, 37°C y un tiempo de incubación de 90 minutos; para la enzima 
pectato liasa fueron: ácido poligalacturónico 0,3% empleado como sustrato, 150 µL de 
extracto enzimático, pH 8,5, CaCl2 0,5 mM, 45°C y un tiempo de incubación de 60 
minutos. El estado de maduración del fruto más relevante en esta interacción hospedero-
patógeno, es el pintón, ya que generó la inducción de las dos enzimas, mientras que la 
presencia de inductores en estado verde produjo disminución de la actividad enzimática; 
estos hechos podrían sugerir mayor labilidad del fruto en estado pintón y menor en 
estado verde. En cuanto al efecto generado por la presencia de pared celular o exocarpo 
del fruto, se encontró menor inducción enzimática con la pared celular. Las mayores 
diferencias entre los 2 inductores se presentaron con la enzima pectato liasa. Los 
resultados muestran que la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum es constitutiva y la pectato liasa es una enzima inducible por los 
tres estados de maduración de los inductores empleados. En cuanto a los avances en 
los estudios transcripcionales, se seleccionó un método de extracción de RNA 
empleando el reactivo comercial Tri reagent® y se obtuvo un plásmido que contiene un 
fragmento del gen pel, para ser empleado en estudios de RT-qPCR.   
 
 
 
Palabras clave: Colletotrichum acutatum, Solanum quitoense Lam, poligalacturonasa, 
pectato liasa, antracnosis y Tri reagent®. 
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Abstract 
 
In order to contribute to the characterization of the biochemical events that mediate the 
interaction of Lulo fruit (Solanum quitoense Lam) with the pathogen Colletotricum 
acutatum which causes the antracnosis disease, the fungus secretion of pectinolythic 
polygalacturonase and pectato lyase enzymes was evaluated in vitro in the presence of 
fruit cell wall or exocarp in different maturity stages (unripe, semi-ripe and ripe). The 
better conditions for the determination of the activity of polygalacturonase enzyme in 
crude enzymatic extracts were: polygalacturonic acid 0.3% used as substrate, 60 µL of 
enzymatic extract, pH 5.0, 37°C and an incubation time of 90 minutes; In turn for the 
pectate lyase enzyme were: polygalacturonic acid 0.3% used as substrate, 150 µL of 
enzymatic extract, pH 8.5, CaCl2 0.5 mM, 45°C and an incubation time of 60 minutes. 
The more relevant maturity stage in the host-pathogen interaction is the semi-ripe stage 
because it generates the induction of the two enzymes while the presence of inductors in 
unripe stage produced the decrease in the enzymatic activity; these facts could suggest 
the more unsteadily of the fruit in the semi-ripe stage and less unsteadily in unripe stage. 
With respect to the effect generated by the presence of fruit cell wall or exocarp, a less 
induction enzymatic was found with cell wall/exocarp. The greater differences between 
the two inductors were presented with the pectato lyase enzyme. The results show that 
the polygalacturonase enzyme secreted by the fungus Colletotrichum acutatum is 
constitutive and pectate lyase is an inducible enzyme by the three stages of maturity of 
the used inductors. Regarding the advances in the transcriptional studies it was selected 
a RNA extraction method using the commercial reactive Tri reagent® and a plasmid was 
obtained which contains a fragment of gene pel to be used in RT-qPCR studies.  
 
 
 
Keywords: Colletotrichum acutatum, Solanum quitoense Lam, polygalacturonase, 
pectate lyase, antracnosis y Tri reagent®. 
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 Introducción 
Colombia posee condiciones agroecológicas favorables para el desarrollo de una amplia 
y variada gama de productos frutícolas, hay disponibilidad de tierras, diferentes pisos 
térmicos con bajo grado de aprovechamiento y buena localización respecto a los 
mercados. Además, cuenta con algunas experiencias agroempresariales exitosas (como 
café, espárrago, banano y flores) que pueden adaptarse al sector hortofrutícola.  
En los últimos aňos los frutales en general, y especialmente los de clima frío, han 
adquirido un gran auge, el cual se evidencia con el aumento en las áreas destinadas a su 
siembra. Según datos del Ministerio de Agricultura, la producción del sector de frutas 
frescas en el país alcanzó un valor de $757.311 millones de pesos para el aňo 2002.  
Esta actividad agrícola se perfila como una alternativa económica dada la creciente 
demanda de frutas frescas y procesadas en los mercados nacionales e internacionales,  
para los que las preferencias se dirigen actualmente hacia el consumo de alimentos 
frescos, sanos e inocuos, que tengan un alto contenido de vitaminas y fibra (Caicedo and 
Higuera, 2007). 
Aunque los frutos exóticos colombianos se encuentran dentro de las nuevas preferencias 
por sus particulares características sensoriales y nutricionales, ha sido muy difícil 
posicionarlos en el mercado internacional por la poca continuidad y los bajos volúmenes, 
ocasionados por la invasión de los cultivos por patógenos, entre otras causas. A su vez, 
el desconocimiento de los mecanismos bioquímicos básicos implicados en las 
enfermedades causadas por microorganismos no ha permitido avanzar en alternativas 
sostenibles de control, a través de la generación de variedades resistentes a éstas 
(Caicedo and Higuera, 2007). 
Dentro de los diez frutos considerados como promisorios para la exportación se 
encuentra el lulo (Solanum quitoense Lam), conocido también como naranjilla o toronja 
de castilla, especie que merece particular atención dado su atractivo sabor agridulce, su 
apariencia, su facilidad de cultivo en las condiciones requeridas, su producción continua y 
sus buenos rendimientos. En Colombia, el cultivo de este fruto está distribuido en varias 
regiones (cerca de 22 departamentos) y representa el 1,7% de la producción nacional de 
frutas, siendo Huila el mayor productor (Asohofrucol, DANE 2004). Sin embargo, este 
fruto es susceptible a plagas y enfermedades, en especial a las ocasionadas por hongos 
y virus, siendo la antracnosis una de las de mayor impacto en su productividad.  
La antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum acutatum (Cerón, 2005), es un 
problema significativo para los cultivadores de lulo en el país, ya que es la enfermedad 
que causa mayores pérdidas económicas en este cultivo. En el fruto, la enfermedad 
comienza con una mancha circular negra, que aumenta formando depresiones; aunque 
las manchas casi siempre afectan la cáscara, es frecuente que la enfermedad se 
extienda a la pulpa y le proporcione un sabor desagradable y amargo. 
2 Introducción 
 
Este hongo genera una infección que consta de dos estados: una fase biotrófica inicial, 
durante la cual la hifa primaria de penetración crece intracelularmente a través de las 
células epidérmicas sin daño aparente al tejido (infección quiescente); y luego una fase 
necrotrófica, cuando la hifa secundaria coloniza el tejido del hospedero de manera inter e 
intra celularmente y se presentan los síntomas de antracnosis de manera visible, como la 
maceración de tejidos; la penetración de la pared celular durante la fase biotrófica y la 
maceración de tejido durante la fase necrotrófica, indica que las enzimas degradadoras 
de pared celular provenientes del hongo están activas (Wei et al., 1997).  
Se ha encontrado que los frutos inmaduros presentan resistencia al ataque del patógeno, 
para lo cual Prusky, 1996; ha sugerido varias explicaciones para este fenómeno: (i) los 
nutrientes disponibles para el patógeno pueden ser limitados, (ii) la presencia de 
compuestos antifúngicos preformados, presentes en frutos inmaduros, los cuales 
disminuyen con la maduración de los frutos, (iii) compuestos antifúngicos inducibles que 
también disminuyen con la maduración de los frutos y (iv) factores patogénicos fúngicos  
que pueden ser activados principalmente por frutos maduros.     
Para tener éxito en la colonización de los frutos, los patógenos deben sobrepasar la 
barrera pasiva constituida por los componentes de la pared celular, para lo cual deben 
expresar una serie de enzimas que le permitan degradarla, este evento podría estar 
influenciado por el estado de maduración del hospedero. Dentro de estas enzimas se 
encuentran la poligalacturonasa, pectato liasa, pectin liasa, pectinesterasa, estudiadas en 
varios modelos planta-patógeno. (Wood, 1988; Collmer and Keen, 1986; Lee and West, 
1981; Tsuyumu, 1979; Jones et. al., 1972; Ayers et. al., 1966).  
En el país se han realizado estudios encaminados a evaluar parámetros de calidad 
organoléptica, nutricional, así como condiciones de almacenamiento que permitan 
asegurar la conservación del fruto. (Cortez, 2006; Rubio, 1999). Sin embargo, estudios 
para conocer los mecanismos que utiliza el patógeno para invadir al hospero, han tenido 
grandes avances en modelos de interacción diferentes a Colletotrichum acutatum - lulo 
(Solanum quitoense Lam), modelo en el cual apenas comienzan (Caicedo et. al., 2009; 
Caicedo and Higuera, 2007), razón suficiente para realizar estudios a nivel bioquímico y 
molecular que permitan contribuir a la comprensión y manejo de esta interacción 
hospedero-patógeno. El presente estudio busca aportar al conocimiento, hasta el 
momento escaso, de las estrategias bioquímicas empleadas por este patógeno en su 
proceso de invasión de frutos de lulo, a través de cultivos del hongo “ in vitro”, con adición 
de exocarpo o pared celular del fruto en diferentes estados de maduración, para evaluar 
la actividad de las enzimas pectinolíticas poligalacturonasa y pectato liasa, posiblemente 
secretadas por el hongo como herramienta para degradar la primera barrera física 
presente en los frutos (pared celular); además, se pretende evaluar el efecto del estado 
de madurez de los frutos sobre la inducción de la secreción de estas enzimas 
pectinolíticas y avanzar en los estudios transcripcionales de los genes que codifican para 
éstas.      
  
 
Objetivos 
 
 
1.1 Objetivo general 
 
Contribuir al conocimiento de algunos de los mecanismos bioquímicos de patogenicidad 
del hongo Colletotrichum acutatum, en su interacción con el fruto de lulo (Solanum 
quitoense Lam). 
 
1.2. Objetivos específicos 
 
Establecer las mejores condiciones para determinar la actividad de las enzimas 
poligalacturonasa y pectato liasa del hongo Colletotrichum acutatum en medios de cultivo 
líquidos. 
 
Evaluar el patrón de inducción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa del 
hongo (Colletotrichum acutatum) mediante un ensayo “ in vitro”, usando como inductor 
exocarpo o pared celular del fruto de lulo en tres estados de maduración verde, pintón y 
maduro. 
 
Determinar la variación del pH del medio de cultivo en función del tiempo y establecer si 
hay correlación entre éste y la secreción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa 
de Colletotrichum acutatum. 
 
Seleccionar un método adecuado para la extracción de RNA de micelio del hongo 
Colletotrichum acutatum. 
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Realizar avances en los estudios transcripcionales de los genes que codifican para las 
enzimas pectato liasas y poligalacturonasas evaluadas mediante un ensayo “ in vitro”, 
usando como inductor exocarpo o pared celular del fruto de lulo en tres estados de 
maduración verde, pintón y maduro. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2.1 Interacción hospedero-patógeno 
 
Las plantas cumplen con sus funciones fisiológicas normales y se mantienen sanas, 
hasta donde su potencial genético y los factores externos se lo permitan. Dentro de estos 
últimos encontramos además de factores abióticos como la temperatura, la humedad y la 
disponibilidad de nutrientes, factores bióticos como los microorganismos con los que 
interactúa. A su vez, algunos organismos como: virus, bacterias y hongos actúan como 
patógenos penetrando, infectando y colonizando la planta, interfiriendo en las funciones 
de la misma desencadenando en un número importante de los casos su muerte (Agrios, 
1995). 
 
Las interacciones que se establecen entre las plantas y los microorganismos son tan 
antiguas como ellas mismas, por lo que dentro de su proceso evolutivo han desarrollado 
sistemas sensibles de quimiopercepción que les permite diferenciar las moléculas 
propias de las extrañas y dentro de estas últimas, identificar cuales provienen de 
patógenos potenciales, para desarrollar en su contra una respuesta específica de 
defensa (Dixon and Lamb, 1990). Es así como el reconocimiento contribuye de manera 
fundamental para que las interacciones hospedero patógeno sean bastante específicas y 
que un patógeno determinado solamente pueda parasitar a unas cuantas, o en algunas 
ocasiones, solo una especie en particular. Del mismo modo, limita el rango de patógenos 
que parasitan a una determinada especie, a tan solo unos cuantos de todos los 
fitopatógenos existentes (Agrios, 1995).  
 
Entre las enfermedades infecciosas de mayor impacto económico para la mayoría de las 
especies comerciales cultivadas alrededor del mundo, se encuentran las causadas por 
hongos fitopatógenos (Knogee, 1996). Desde el siglo XIX, cuando el botánico Mont de 
Bary sugirió que la causa de la devastación de los cultivos que originó la hambruna en 
Irlanda a finales de ese siglo, era una enfermedad infecciosa causada por un hongo 
fitopatógeno, el estudio de los mecanismos moleculares involucrados durante el 
reconocimiento, la infección y la colonización de plantas por parte de estos organismos, 
ha sido de particular interés para la comunidad científica.  
 
En general, para lograr infectar y colonizar exitosamente los genotipos susceptibles, 
dichas poblaciones de patógenos deben cumplir ciertos procesos, como adherirse a su 
superficie, penetrar las barreras físicas, liberar toxinas y vencer las defensas que se 
inducen durante este proceso (Shafer, 1994); para ello requiere la expresión de un 
determinado número de genes, proceso que se encuentra regulado por un complejo 
intercambio de señales entre ambos organismos. 
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Para algunos hongos fitopatógenos se cree que dichos genes deben ser más de 100, 
teniendo en cuenta que elaboran estructuras altamente diferenciadas durante el proceso 
infectivo (Dixon and Lamb, 1990). Las estructuras especializadas que le permiten al 
patógeno penetrar el hospedero, en conjunto con enzimas degradadoras de cutina, 
celulosa y pectina, eliminan la primera barrera física que constituye la pared celular y le 
permiten entrar en contacto directo con la célula vegetal (Mayer et. al., 2001). 
 
2.2     Reconocimiento planta-patógeno 
 
Los patógenos inicialmente deben reconocer la presencia de sus hospedantes en su 
ambiente y después las características particulares en la superficie de sus hospederos 
potenciales para lograr una penetración e infección exitosas. Por su parte, las plantas 
requieren de un sistema de vigilancia eficaz que les permita realizar un reconocimiento a 
tiempo de la amenaza que constituye el patógeno para de esta manera desarrollar un 
proceso defensivo específico en su contra (Hahn, 1996). 
 
Una definición para reconocimiento celular fue presentada inicialmente por Clarke and 
Knox en 1978, quienes lo describieron como “el evento inicial en la comunicación célula a 
célula que elicita una respuesta bioquímica, fisiológica o morfológicamente definida”. 
Posteriormente, Sequeira en 1978, presenta un significado mas restringido desde el 
punto de vista fitopatológico como “un evento específico temprano que conduce a una 
respuesta rápida y generalizada del hospedante, ya sea facilitando o impidiendo el 
crecimiento posterior del patógeno”. Dicho proceso se realiza a través de la percepción 
de ciertos factores denominados elicitores, que son moléculas activadoras de cualquier 
mecanismo de defensa en la planta (Hahn, 1996). Dichas moléculas, pueden ser 
componentes estructurales de la superficie del patógeno, factores secretados por este ó 
también producto de la acción de las enzimas hidrolíticas secretadas por el patógeno, 
sobre la pared celular del hospedero (Knogee, 1996).  
 
2.3 Mecanismos de defensa vegetal 
 
Estos mecanismos pueden ser divididos en dos categorías, la pasiva (constitutiva) y la 
activa (inducida) (figura 2-1). Los mecanismos pasivos involucran elementos 
estructurales como: la cutícula y las células que rodean las raíces, y los compuestos 
químicos antimicrobiales pre formados dentro de la planta llamados fitoanticipinas 
(Dickinson, 2003). 
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Figura 2-1: Mecanismos de defensa en plantas, pasivos (izquierda) y activos 
(derecha) 
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2.3.1 Defensas Pasivas (constitutivas) 
 
 Barreras estructurales 
 
La primera barrera física que defiende a las plantas contra los microbios es la capa 
cerosa presente sobre la cutícula de las hojas y frutos, esta forma una superficie 
repelente que evita la formación de depósitos de agua necesarios para el ingreso de 
bacterias y germinación de las esporas de los hongos. La gruesa cutícula esta 
compuesta de cutina, celulosa (Figura 2-2) y pectina (Figura 2-4), en combinación con la 
resistente pared sobre las células epidérmicas, forman una barrera adicional contra todos 
los patógenos, excluyendo a los hongos que tienen factores necesarios de patogénicidad 
para la penetración directa (Dickinson, 2003). 
 
La pared celular posee en su estructura celulosa (Figura 2-2), hemicelulosa, lignina 
(Figura 2-3) y sustancias pécticas (Figura 2-4) (Steven et. al., 2000).  
 
 La celulosa consiste en una larga cadena de celobiosas unidas entre sí por 
enlaces 1,4  glucosídicos, forma fibras que conforman una estructura enrejada 
con poros, los cuales están llenos con lignina, sustancias pécticas o hemicelulosa 
(James, 1966). 
 La hemicelulosa esta compuesta principalmente por xilano y compuestos afines 
(Puls, 1997). 
 La lignina es una sustancia aromática altamente polimerizada. 
 Las sustancias pécticas son carbohidratos coloidales derivados del ácido 
monogalacturónico o del poligalacturónico, son de alto peso molecular, amorfas y 
muy hidrófilas. Existen varias sustancias pécticas como: 
 Protopéctina:   Precursor de la pectina, insoluble en agua. 
 Pectina: Forman soluciones coloidales con el agua, los grupos ácidos se 
hallan esterificados (en proporciones variables) con metanol (del 8 al 15% 
aproximadamente). 
 Ácido péctico: se diferencia de la pectina por poseer los grupos ácidos 
libres combinados con cationes como calcio o magnesio. 
 Ácido pectínico: ácido poligalacturónico con baja proporción metil-ester.  
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Figura 2-2: Estructura de la celulosa  
http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm 
 
 
 
Figura 2-3: Estructura de la lignina 
http://academic.scranton.edu/faculty/CANNM1/inorganic/inorganicmodulespan.html 
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Figura 2-4: Estructura de la pectina 
http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos2.html 
 
 
 
Los componentes de la pared celular sirven como fuente nutricional para 
microorganismos y animales (Figura 2-5); es por esto que la interacción inicial en el 
ataque de todos los patógenos a las plantas se da través de ésta, la cual es una de las 
primeras barreras físicas entre el patógeno y el contenido interno celular de las plantas. 
Un proceso relacionado con la modificación de la pared celular es la lignificación, el cual 
es muy importante ya que permite la formación de una macromolécula, con un elevado 
peso molecular, que resulta de la unión de varios ácidos y alcoholes fenilpropílicos 
(cumarílico, coniferílico y sinapílico) (Coon, 1981), la cual constituye una barrera física 
entre ambos organismos, evita la difusión de nutrientes hacia el patógeno y de toxinas 
hacia la planta; además, fortalece las paredes celulares vegetales, proceso que impide 
su degradación por parte de las enzimas secretadas por el patógeno invasor.  
 
Figura 2-5: Pared celular vegetal (http://www.jppg.info/what_is_pectin.htm) 
 
Estado actual del tema 11 
 
 Células que rodean las raíces 
 
El punto más débil en la defensa estructural de las plantas, son las puntas de las raíces 
que son rápidamente elongadas, por que se mueven en busca de los nutrientes y el agua 
presentes en el suelo. El rápido crecimiento del tejido nuevo sintetizado a través de un 
ambiente que puede causar daño por abrasión y que es rico en microbios potencialmente 
patogénicos, hacen a éstas extremadamente vulnerables al ataque. En estos tejidos, 
defensas inducibles como la muerte celular programada de unas pocas células de la 
planta (como ocurre en otras partes de la misma incluido detrás de las puntas de las 
raíces), puede no ser una defensa efectiva ya que esto puede terminar el crecimiento de 
las raíces. En lugar de esto, las puntas de las raíces tienen desarrollado un mecanismo a 
través del cual ellas son envueltas con un gran número de células somáticas separadas, 
llamadas células “que rodean” la raíz, las cuales protegen de manera efectiva a las raíces 
del ataque de los patógenos (Dickinson, 2003). 
 
 Fitoanticipinas 
 
Las barreras químicas en las plantas generalmente han sido clasificadas en 
fitoanticipinas o fitoalexinas, dependiendo de si ellas son inhibidores preformados de 
patógenos o sintetizados de novo como respuesta al ataque del patógeno. Sin embargo, 
esta división en algunos casos es arbitraria, ya que hay ejemplos de compuestos que 
pueden ser inhibidores preformados en algunas especies de plantas pero inducidos en 
otras (Dickinson, 2003). 
 
2.3.2 Defensas activas (Inducidas) 
 
 Señales locales 
 
Una de las primeras respuestas activadas en muchas interacciones incompatibles antes 
de la inducción de expresión de genes y síntesis de proteínas es la producción de flujos 
de iones, especies reactivas de oxigeno (ROS) (también conocidas como especies 
activas de oxigeno (AOS) o intermediarios reactivos de oxígeno (ROI)), producción de 
oxido nítrico (NO) y cascadas de fosforilación (Dickinson, 2003). 
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 Muerte celular programada  
 
Una de las respuestas más visibles de las plantas al ataque de patógenos es la 
respuesta hipersensible (HR), la cual es la muerte localizada de las células de las 
plantas. Este es un mecanismo coordinado, espacial y temporalmente, para limitar la 
cantidad de tejido perdido y restringir el ingreso de patógenos biotrófos que necesitan de 
células vivas como fuente de nutrientes. La muerte celular programada es el término 
empleado para describir el suicidio celular que ocurre en organismos, y entre los eventos 
que están involucrados se encuentran: condensación de la cromatina y rompimiento de 
DNA (Dickinson, 2003). 
 
 Barreras estructurales inducidas 
 
Las plantas tienen un número de defensas estructurales inducibles. La primera esta 
basada en el citoesqueleto que sirve para rechazar el ataque de patógenos potenciales 
antes de la penetración. Además aún no es claro si los filamentos de actina están 
implicados en el paso de señales hacia el núcleo para inducir expresión nuclear de 
genes, pero existe evidencia de que proteínas de defensa de la planta como osmotina y 
quitinasa se asocian con la actina del citoesqueleto, posiblemente  como preparación del 
hospedero para la invasión potencial por parte del patógeno o para estabilizar los 
filamentos de actina. La formación de callosa (polímero de β-1,3-glucano) sobre la 
superficie interna de las paredes celulares, con deposición de glicoproteínas ricas en 
hidroxiprolina como la extensina, compuestos fenólicos como lignina y suberina, y 
minerales como el silicio y el calcio también ocurren, gracias a esto se da un 
entrecruzamiento para formar estructuras insolubles defensivas y una barrera adicional 
contra el ingreso e invasión del patógeno. La obstrucción de la plasmodesmata por 
callosa también se cree que puede ser una llave de defensa contra los virus inhibiendo 
su movimiento. Estas mismas defensas estructurales son inducidas por las heridas en las 
plantas, aunque los mecanismos de señalización en este caso son diferentes.  
 
Enzimas como las peroxidasas también tienen un papel en el fortalecimiento de las 
paredes celulares y son inducidas por la infección generada por el patógeno y 
tratamientos con elicitores. Estas enzimas oxidan un rango de sustratos, empleando 
H2O2 como un donor de electrones. Las peroxidasas representan una amplia y 
conservada superfamilia de proteínas que se han extendido por todo el reino de las 
plantas y una especie sencilla puede tener hasta 40 isoformas diferentes.  
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El tratamiento de la pared celular con varios elicitores fúngicos han mostrado inducir la 
expresión de ciertas peroxidasas como la familia de las PR-9, las cuales modifican la 
pared celular de las plantas por el entrecruzamiento oxidativo de dos proteínas solubles, 
como la glicoproteína rica en hidroxiprolina (HRGP) y proteína rica en prolina (PRP). Las 
peroxidasas y el espesor de la pared celular secundaria en las paredes de los vasos del 
xilema y el lumen, también son importantes en la defensa contra patógenos que causan 
marchitamiento vascular como Xanthomonas oryzae y Fusarium oxysporum (Dickinson, 
2003).   
 
 Fitoalexinas 
 
Son compuestos antimicrobiales que incluyen una serie de metabolitos secundarios de 
bajo peso molecular (compuestos que no son esenciales para los procesos metabólicos 
básicos en plantas), y generalmente actúan contra un amplio rango de patógenos. Ellos 
comprenden derivados de terpenoides (sesquiterpenos), saponinas, derivados alifáticos 
ácidos, fenólicos y fenilpropanoides (isoflavonoides), compuestos orgánicos que 
contienen nitrógeno (alcaloides) y compuestos que contienen azufre, incluido el azufre 
elemental inorgánico. Muchos de éstos son derivados de las vías del isoprenoide, 
fenilpropanoide y policétidos/ácidos grasos; además algunos de estos genes codifican 
para enzimas envueltas en estas vías, como la fenilalanina amonio liasa (PAL) y 
chalcona sintasa (CHS), las cuales han mostrado ser inducidas en respuestas de 
defensa en asociación con la respuesta hipersensible (Dickinson, 2003). 
 
Las fitoalexinas también fueron identificadas en la antracnosis de pimiento rojo 
(Capsicum annum L) causada por Colletotrichum capsici y Glomerella cingulata; cuando 
los frutos inmaduros fueron inoculados con estas dos especies se produjo el capsicanol. 
En frutos maduros, se produjo capsidiol además de capsicanol, pero ambos estuvieron 
ausentes en el inicio de la expansión de la lesión. (Adikaram et. al., 1982) 
 
La localización de estos compuestos preformados es importante si se consideran las vías 
que los patógenos utilizan para evadirlas, esto es particularmente apropiado para 
patógenos quiescentes en post-cosecha, cuando ellos encuentran altos niveles de 
compuestos antimicrobiales en las capas epidérmicas de frutos no maduros, como el α-
tomatina en tomates, el resorcinol en mangos o el cis,cis-1-acetoxy-2-hidroxi-4-oxo-
heneicosa-12,15-dieno en aguacates (Prusky et al., 1990).  
 
14 Estado actual del tema 
 
Para evitar estos compuestos químicos, las esporas de los hongos como Colletotrichum 
gloeosporioides, patógeno causante de la antracnosis, germinan y producen apresorios, 
los cuales permanecen quiescentes hasta que los niveles de estos compuestos 
antimicrobiales disminuyan, para empezar el proceso invasivo de crecimiento. La 
disminución en la concentración esta relacionada con cambios fisiológicos que ocurren 
durante la maduración. Por ejemplo el dieno en aguacates es oxidado por 
lipooxigenasas, los niveles de esta enzima se ven incrementados a medida que el 
inhibidor endógeno epicatequina disminuye en la piel del fruto. Otra manera para evadir 
los inhibidores químicos incluye aquella que usan los patógenos biotrofos, los cuales 
evitan estimular su producción hasta que el hongo haya progresado lo suficiente para 
sobrevivir a los niveles de compuestos antimicrobiales producidos (Dickinson, 2003).  
 
 Proteínas relacionadas con patogénesis  
 
Además de la muerte celular programada, el fortalecimiento de las defensas estructurales 
y la producción de fitoalexinas microbiales, nuevas proteínas se inducen durante el 
ataque del patógeno, estas se conocen como proteínas relacionadas con patogénesis 
(PR), las cuales son expresadas en bajos niveles en plantas sanas, pero ciertas 
isoenzimas se inducen durante el ataque del patógeno tanto local como sistémicamente. 
Las proteínas relacionadas con patogénesis se clasifican en 14 grupos, de acuerdo a su 
serología y homología (Tabla 2-1), aunque no todas se inducen en todas las 
interacciones ni en todas las especies de plantas. 
 
Tabla 2-1: Familias de las proteínas relacionadas con patogénesis (Dickinson, 2003) 
Familia Género Propiedades 
PR-1 Tabaco PR-1ª No se conocen 
PR-2 Tabaco PR-2 Endo β-1-3-glucanasa 
PR-3 Tabaco P,Q Quitinasa Tipo I, II, IV, V, VI, VII 
PR-4 Tabaco “R” Quitinasa Tipo I, II 
PR-5 Tabaco S Semejante a Taumatina 
PR-6 Tomate Inhibidor I  Inhibidor de proteasa 
PR-7 Tomate P69 Endoproteasa 
PR-8 Cohombro Quitinasa Quitinasa Tipo III 
PR-9 Tabaco “Peroxidasa formadora de lignina” Peroxidasa 
PR-10 Perejil “PR1” Ribonucleasa 
PR-11 Tabaco Quitinasa clase V Quitinasa Tipo I 
PR-12 Rábano Rs-AFP3 Defensina 
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Tionina 
PR-14 Cebada LTP4 Proteína de trasferencia de lípidos 
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El papel bioquímico para muchas de estas proteínas ha sido determinado; por ejemplo, 
las quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), han sido clasificadas de acuerdo con su 
actividad específica sobre diferentes sustratos, se presume que hidrolizan quitina en 
paredes celulares de los hongos. Existe evidencia experimental que soporta el papel para 
las enzimas quitinasas inducidas en la degradación de quitina expuesta, como la de las 
puntas de las hifas de los hongos.  
Esto podría interferir con el crecimiento del hongo y también liberar pequeños 
oligosacaridos elicitores, los cuales podrían estar envueltos en amplificar o inducir otras 
respuestas de defensa en la planta. Las glucanasas (PR-2), proteinasas (PR-7) y 
RNasas (PR-10) presumiblemente tienen roles similares al de las enzimas hidrolíticas 
que podrían también tener actividad contra bacterias y oomicetes, y en el caso de PR-7 y 
PR-10 contra virus también. 
Las proteínas inhibidoras de poligalacturonasa (PGIPs), aunque no son clasificadas 
como proteínas PR, son inducidas en interacciones como la que se da entre el fríjol y 
Colletotrichum lindemutianum, donde se ha visto que ellas se acumulan más rápidamente 
e intensamente en interacciones incompatibles comparado con interacciones 
compatibles. PGIPs están generalmente en plantas dicotiledóneas y en plantas 
monocotiledóneas ricas en péctina como cebolla y puerro. Las enzimas 
poligalacturonasas (PG) son usadas por muchos patógenos degradadores de pared 
celular, se cree que las PGIPs con especificas capacidades de reconocimiento pueden 
ser producidas para contrarrestar éstas, y que pueden ser particularmente importantes en 
defensa de frutos. Por ejemplo, PGIPs purificadas de frutos de pera mostraron inhibir la 
actividad PG generada por B. cinerea, pero no la actividad de la PG endógena necesaria 
para la maduración y el ablandamiento del fruto. Además niveles para PGIPs mRNAs 
fueron mucho más altos en frutos comparados con hojas y flores. Existe similaridad 
estructural entre las PGIPs y ciertas proteínas relacionadas con resistencia a 
enfermedades en plantas, ya que presentan un motivo rico en repeticiones de leucina y 
un péptido señal para la translocación hacia el retículo endoplásmico, lo cual lleva a 
suponer que ellas también tienen un papel importante elicitando nuevas respuestas de 
defensa en plantas. (Dickinson, 2003) 
 
 Otras proteínas relacionadas con defensa 
 
Otras proteínas que pueden tener importancia en defensa son las lectinas, y se ha 
postulado que las lectinas que se unen a quitina en granos de cereales comunes, pueden 
unirse a la quitina presente en la pared celular de los hongos e insectos y retardar su 
crecimiento en la planta, permitiendo que las otras defensas activas de la planta tengan 
su efecto.  
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Un grupo adicional de enzimas inducidas en plantas como parte de la HR son las 
lipooxigenasas. Estas pueden contribuir a la defensa a través de la producción de 
metabolitos volátiles y no volátiles derivados de los ácidos grasos que son tóxicos para 
los patógenos invasores y a través de la inducción de las moléculas señal ácido 
jasmónico y metil jasmonatos (Dickinson, 2003).   
 
2.4 Hospedero: lulo (Solanum quitoense Lam) 
 
El lulo Solanum quitoense Lam, crece en forma espontánea en el área andina, se 
encuentra especialmente en condiciones de sotobosque, en sitios frescos y sombreados, 
cercanos a corrientes de agua, con temperaturas entre 17ºC y 20°C. La planta presenta 
hojas de gran tamaño, con ángulos de inserción obtusos o agudos, para captar la luz que 
pasa a través del bosque (Lobo, 2000). Bajo este conjunto de condiciones florece y 
fructifica en forma casi continua, manteniendo unos pocos frutos, con períodos 
productivos prolongados. (Figura 2-6). 
 
Por su atractivo sabor agridulce, apariencia, facilidad de cultivo en las condiciones 
requeridas, producción continua y buenos rendimientos, el cultivo se ha difundido a lo 
largo de Sur y Centroamérica, desde Chile hasta México. Aunque los rendimientos y la 
calidad de la producción se deciden desde la selección de la semilla y la ubicación de la 
plantación, los esfuerzos, cuidados y recursos invertidos en el cultivo se pueden perder 
por realizar una inoportuna e inadecuada cosecha. El momento de la cosecha se 
determina por el reconocimiento del grado de madurez del fruto; en el caso del lulo, se 
considera el momento óptimo cuando el fruto ha alcanzado su completo desarrollo y 
presenta un 75% de madurez, lo cual se manifiesta por el color amarillo característico 
con ligeros puntos verdes, es decir, cuando los sólidos solubles alcanzan valores no 
inferiores a 10° Brix y la acidez total promedio es de 3.84% de ácido cítrico (Casierra et. 
al., 2004).  
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Figura 2-6: Planta de Lulo (Solanum quitoense Lam) 
 
 
El fruto es una baya globosa, posee un exocarpo de color naranja intenso cuando 
alcanza la madurez (Figura 2-7). La pulpa es de color verde oscuro, con un pH de 3,5-
5,0, llena de semillas. Tiene un tamaño entre 4 y 8 cm de diámetro, con un peso que 
oscila entre 60 y 100g (Censo del Ministerio de Agricultura, 2003). Su composición 
química se presenta en la tabla 2-2. 
 
Figura 2-7: Lulo (Solanum quitoense Lam) 
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Tabla 2-2: Composición  química del lulo (Solanum quitoense Lam) 
Parámetro Pulpa 
% Humedad 90,1 
% Ceniza 0,8 
% Grasa 0,1 
% Proteína 0,7 
% Carbohidratos 8,4 
Calcio (mg/100g) 8,07 
Fósforo (mg/100g) 13,00 
Hierro (mg/100g) 0,63 
Magnesio (mg/100g) 19,01 
Potasio (mg/100g) 39,00 
 
Fuente: Tabla de Composición de Alimentos Colombianos, 2005. 
 
2.4.1 Cultivo de lulo en colombia 
 
El cultivo de lulo se encuentra disperso en todo el territorio nacional, pero las principales 
zonas productoras se localizan al sur del país, donde el departamento del Huila es el 
mayor productor, con una participación del 25% del área cosechada, le siguen en 
importancia el Valle del Cauca, con el 18%, Boyacá con el 7,5%, Nariño con el 7,4%, 
Cauca y Cesar cada uno con el 6,2% y Cundinamarca con el 5,3% (tabla 2-3). En el 
censo llevado a cabo en 2003, se registró un área cosechada de lulo de 5750 hectáreas 
y una producción de 47236 toneladas, mostrando la importancia que este cultivo ha 
adquirido en el país 
(http://sisav.valledelcauca.gov.co/CADENAS_PDF/HORTOFRUTICOLA/Lulo%20perfil%2
0de%20producto.CCI.pdf) 
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Tabla 2-3: Departamentos con mayor producción de lulo en Colombia         
 
Departamento 
Área 
Cosechada 
(Ha) 
Producción 
(Ton) 
Rendimiento 
(Ton/ha) 
Participación 
producción (%) 
Huila 1456 12303 8,4 26,0 
Valle del Cauca 1031 6702 6,5 14,2 
Boyacá 431 4360 10,1 9,2 
Nariño 428 2383 5,6 5,0 
Cauca 355 1545 10,0 7,5 
Cesar 354 3248 9,2 6,9 
Cundinamarca 306 3149 10,3 6,7 
Magdalena 249 1245 5,0 2,6 
Los demás 
departamentos 
1140 10301 9,0 21,8 
Total 5750 47236 8,2 100,0 
(Fuente: Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural) 
 
La gran demanda del lulo, para la producción de jugo industrial y doméstico no alcanza a 
ser satisfecha por la producción nacional, debido fundamentalmente a que no han sido  
claramente definidos los requisitos ecológicos de la especie ni se ha superado la 
susceptibilidad del cultivo a plagas y enfermedades, lo que ha limitado, en gran medida, 
su extensión a otras áreas potenciales. Por esta razón se importa lulo del Ecuador, con 
un estimado de que la fruta que llega al país proviene de alrededor de 1000 hectáreas 
(Lobo, 2000).  
 
2.4.2 Enfermedades del lulo 
 
Además del ataque de nemátodos se encuentran dieciséis enfermedades principales 
causadas por diferentes agentes patógenicos como hongos y bacterias, las cuales han 
sido reconocidas en el cultivo. Estas enfermedades, su manejo y control se muestran en 
la tabla 2-4. (http://www.drcalderonlabs.com/Cultivos/Lulo/Cultivo_de_Lulo_2.htm). La 
antracnosis generada por los hongos Colletotrichum acutatum y Colletotrichum 
gloeosporioides, es una de las enfermedades que produce mayores pérdidas en cultivo.  
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Tabla 2-4: Manejo y control de las principales enfermedades y virosis del cultivo de 
lulo 
Nombre común Agente causal Manejo y control 
Mancha o gota de la 
hoja 
Botrytis sp. 
Gloesporium sp. 
Disminuir densidad de plantación. 
Control químico específico. 
Mancha amarilla Cladosporium sp. 
Cephalsphorum sp. 
Remoción y quema de las partes 
enfermas. Control químico. 
Mancha negra de los 
tallos 
Phoma sp. 
Colletotrichum sp. 
Remoción de las plantas afectadas. 
Control químico. 
Gotera Phytophthora 
infestans 
Remoción de frutos y tallos enfermos. 
Control químico. 
Pudrición algodonosa Sclerotinia 
scleroteorum 
Evitar el cultivo en zonas con altitud 
mayor de 2.000 m.s.n.m. y lluviosas. 
Efectuar poda sanitaria de tallos y 
ramas. Quemar residuos. Desinfectar 
herramientas de poda. Aplicar fungicida 
al suelo. 
Podredumbre 
bacteriana 
Erwinia sp. Control de malezas. Construir drenajes. 
Desinfectar herramientas de poda. 
Fertilizar apropiadamente. Evitar 
heridas en planta y frutos. Erradicar y 
quemar plantas enfermas. 
Antracnosis Colletotrichum 
acutatum. 
Disminuir la densidad de plantación. 
Controlar malezas. Fertilización 
apropiada. Realizar poda de formación 
y sanitaria. Quemar los residuos de la 
poda. Recoger y quemar los frutos 
enfermos. Controlar plagas. Cosechar 
oportunamente. Control químico con 
fungicidas sistémicos y de contacto en 
rotación. Aplicar químicos con base de 
Cobre durante la floración. 
Pudrición amarga Geotrichum sp. Cosechar separando los frutos sanos 
de los enfermos. Evitar las lesiones y 
heridas en los frutos. Sumergir los 
frutos en solución de Tiobendazol a 
2500 p.p.m. 
Moho verde Penicillium sp. Evitar los daños mecánicos en los 
frutos. Aplicar control químico con 
Tiobendazol a 2500 p.p.m. No realizar 
la cosecha cuando exista elevada 
humedad relativa ni en tiempo seco y 
frío. 
Pudrición blanda Rhizopus sp. Evitar los daños mecánicos y las 
heridas en los frutos. Cosechar los 
frutos sanos separados de los 
enfermos. 
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Secamiento 
descendente 
Fusarium sp. Elevar el pH del suelo antes de la 
siembra. 
Cáncer bacterial Corynebacterium 
michiganense 
No utilizar esquejes ni semillas de 
plantas afectadas para la propagación. 
Desinfectar herramientas de trabajo. 
Control químico en semilleros. 
Marchitez bacteriana Pseudomonas 
solanacearum 
No sembrar en sitios donde se ha 
presentado la enfermedad. Eliminar y 
quemar plantas enfermas. Desinfectar 
herramientas de trabajo. No emplear 
esquejes. Utilizar patrón resistente. 
Mal del tallo Rhizoctonia sp. Realizar control preventivo en 
semilleros. 
Mancha perforada de 
la hoja 
Cercosporella sp. Realizar control químico. 
 
 Antracnosis 
 
La antracnosis es una enfermedad producida por hongos como Colletotrichum 
gloeosporioides y Colletotrichum acutatum, la cual causa desintegración de los tejidos. 
Esta enfermedad se caracteriza por la aparición sobre hojas, tallos, flores y frutos, de 
unas lesiones oscuras, hundidas, bien delimitadas por una o más aureolas concéntricas, 
las cuales se secan y toman apariencia de quemadura. Pueden aparecer rayas de color 
marrón oscuro en la punta de las hojas y cuando la fotosíntesis se afecta, las hojas se 
tornan amarillas y rugosas hasta su destrucción total (Perfect et. al. 1999).  
 
En Colombia es una enfermedad ampliamente distribuida y de gran importancia 
económica en todas las zonas del país. Colletotrichum ocasiona pudrición de los frutos 
en el campo y poscosecha, deteriorando su calidad. En aguacate se han reportado 
pérdidas cercanas al 20% (Tamayo, 2007), en tomate de árbol hasta 25% (Aranzazu et. 
al., 1998) y en lulo esta enfermedad afecta el fruto con una frecuencia de 30% (Botero, 
1999). Estas pérdidas han llevado en la mayoría de los casos a la utilización 
indiscriminada de fungicidas y en algunos casos el abandono del cultivo de estos frutos 
catalogados como frutos promisorios, por el ministerio de agricultura, para la 
comercialización hacia mercados internacionales. 
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2.5 Patógeno: Colletotrichum acutatum 
 
Colletotrichum acutatum (Figura 2-8) es uno de los principales hongos patógenos en 
agricultura, responsable de importantes pérdidas económicas en frutales, en áreas tanto 
de climas templados como subtropicales y tropicales. Sin embargo, existen pocos 
estudios sobre aspectos claves de su biología, esto se debe a que, tradicionalmente, 
muchos aislamientos de Colletotruchum acutatum se han identificado como 
Colletotrichum gloeosporioides. La identificación de estos dos cultivos se ha podido 
realizar gracias a parámetros como: morfología en cultivo, forma y tamaño de las 
conidias, grupos de hospederos y técnicas de biología molecular (Smith and Blanck, 
1990). 
Figura 2-8: Cultivo de Colletotrichum acutatum en PDA (Tomada del grupo Interacción 
Hospedero-Patógeno). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este hongo genera daños en importantes hospederos de la agricultura como: almendra, 
aguacate, limón, mango, oliva, arándano, fresa, tomate de árbol y lulo; causando 
enfermedades como: putrefacción de la raíz, defoliación, plaga de las flores y 
putrefacción de los frutos, esta última es una de las más importantes (Figura 2-9). 
(Wharton and Diéguez-Uribeondo, 2004). 
 
 
Estado actual del tema 23 
 
Figura 2-9: Frutos infectados con Colletotrichum acutatum. Tomate de árbol 
(izquierda), fresa (centro) y lulo (derecha). 
 
 
El hongo Colletotrichum tiene dos estrategias de infección, intracelular hemibiotrófica 
donde obtiene el alimento de las células vivas del húesped y subcuticular-intramural 
necrotrófica donde obtiene el alimento de las células hospederas muertas a causa de su 
ataque al hospedero. Causa enfermedad sobre frutos inmaduros y en desarrollo en 
campo (pre-cosecha) y sobre frutos maduros y almacenados (pos-cosecha). Los frutos 
afectados por este hongo en pos-cosecha, poseen apariencia completamente sana en el 
momento de la cosecha y luego los síntomas se manifiestan durante el almacenamiento. 
Esto se da por la habilidad que tienen muchas de las especies de este género de causar 
infecciones quiescentes o latentes, en las cuales el hongo infecta el fruto inmaduro en el 
campo y permanece quiescente hasta que el fruto madura, tiempo en el cual el 
crecimiento del hongo causa la enfermedad sobre el fruto. El control de este patógeno se 
hace por uso de cultivares resistentes, manejo de cultivos, métodos químicos y 
biológicos, así como estrategias preventivas tales como modelos de predicción de las 
enfermedades (Wharton and Diéguez-Uribeondo, 2004). 
 
En el trabajo realizado por Cerón en 2005, se definen las especies patogénicas 
involucradas en la enfermedad conocida como antracnosis, en frutos de lulo. El estudio 
se realizó con frutos de lulo provenientes del municipio de Arbeláez (Cundinamarca) y se 
encontró que de 14 aislamientos obtenidos, 2 correspondían a Colletotrichum 
gloeosporioides y 12 a Colletotrichum acutatum; esto se concluyó a partir de ensayos 
como: formación o no de setas bajo luz fluorescente, pruebas cualitativas de respuesta a 
proteasa y sensibilidad a Benomyl. Además se encontró que pruebas características 
como: tamaño y forma de las conidias y la velocidad de crecimiento, no sirvieron como 
criterios para diferenciar las especies de Colletotrichum que estaban ocasionando daño 
en el cultivo del lulo. 
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2.5.1 Mecanismos de invasión 
 
 Eventos de pre-penetración 
 
Los eventos tempranos que presenta este hongo pueden dividirse en: a) la deposición de 
conidias sobre la superficie de la planta, b) unión de la conidia a estas superficies, c) 
germinación de la conidia y d) producción de apresorios (Wharton and Diéguez-
Uribeondo, 2004). 
 
 Eventos de penetración 
 
El proceso de penetración es un estado crítico en cualquier interacción planta-patógeno. 
En Colletotrichum acutatum, la penetración del tejido del hospedero generalmente 
involucra la formación de estructuras especializadas de infección llamados apresorios. 
Estos apresorios permiten al hongo penetrar la cutícula del hospedero y la pared celular 
epidermal directamente por medio de una clavija de penetración estrecha que emerge de 
la base del apresorio (Wharton and Diéguez-Uribeondo, 2004). 
 
 Estado de latencia o infección quiescente 
 
Este término describe una relación parásita quiescente, en la cual después de un tiempo, 
cambia a una forma activa. Colletotrichum acutatum exhibe un periodo de quiescencia 
que ocurre después de la formación del apresorio y/o en la penetración inicial de la 
cutícula del hospedero (Perfect et. al. 1999). El hongo emplea este mecanismo de 
latencia para hacer frente a los mecanismos de defensa del hospedante tales como: 
existencia de compuestos tóxicos preformados y fitoalexinas.  
Estado actual del tema 25 
 
 
2.5.2  Ciclo de vida 
 
El ciclo vital de Colletotrichum acutatum comprende una fase sexual y otra asexual, y 
todavía quedan por conocer muchos aspectos genéticos de su fase sexual y de su 
relevancia en la estructura de la población. Este hongo generalmente inverna como 
micelio y/o apresorios en distintas partes del hospedante, las conidias requieren la 
presencia de agua para ser producidas y su dispersión se produce con la lluvia (figura 2-
10).  
 
 
Figura 2-10: Ciclo de vida del Colletotrichum acutatum 
(http://www.inta.gov.ar/concordia/capacita/VCAcitricultura/Presentaciones/
Sesion6/10-AntracnosisOrozcoSantos.pdf) 
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2.6 Enzimas degradadoras de pared celular secretadas 
por los patógenos 
 
Los patógenos de las plantas producen una serie de enzimas capaces de atacar los 
componentes de la pared celular tabla 2-5 (Vorwerk et. al., 2004). Las enzimas 
depolimerizantes de pared se estudian por su importancia en la penetración y liberación 
de nutrientes de la pared celular y por la inducción de procesos fisiológicos en la planta 
en respuesta al ataque de los patógenos (Herrón et. al., 2000; Walton, 1994; MacKenzie 
et. al., 1993; Wijesundera et. al., 1989). 
 
Estudios previos han demostrado que las primeras enzimas producidas por algunos 
hongos y bacterias, para atacar y romper los polímeros estructurales de la pared y la 
lámina media de las células de la planta hospedera son las enzimas pectinolíticas. Como 
se observa en la tabla 2-5, entre estas se encuentran la poligalacturonasa (PG) y la 
pectato liasa (PL), enzimas de acción extracelular que degradan la pared celular del 
hospedero, las cuales se han propuesto como cruciales en la penetración y colonización 
de tejidos de la planta por algunos patógenos (Fernando et. al., 2001; Perfect et. al. 
1999). Cuando las enzimas actúan sobre la pared y degradan el polímero en oligómeros, 
éstos pueden actuar como elicitores, sustancias que inducen una respuesta de defensa 
del hospedero (Marín Rodríguez et. al., 2002; Collinge, 1987).   
 
Tabla 2-5: Enzimas que degradan pared celular en diferentes organismos 
 
CELULASAS PECTINASAS XILANASAS OTRAS 
Endo -1,4 
glucanasa 
Celobiohidrolasa 
-glucosidasa 
Endopoligalacturonasa 
Exopoligalacturonasa 
Endopectato liasa 
Exopectato liasa 
Pectin liasa 
-1,4 
xilanasa 
-xilosidasa 
-arabinofuranosidasa 
-glucosidasa 
- galactosidasa 
-1,3--1,4-glucanasa 
-1,4 galactanasa 
Fosfolipasa 
Arabinasa 
-1,3 glucanasa 
Proteasa 
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2.6.1 Pectato liasa (PL) E.C. 4.2.2.2 y E.C. 4.2.2.9 
 
La pectato liasa E.C. 4.2.2.2 y E.C. 4.2.2.9, es una enzima que se encarga de romper los 
enlaces glicosídicos  (1-4) del ácido poligalacturónico (componente principal de la 
pectina de la pared celular y de la lámina media vegetales), próximos a un grupo metil 
éster. Su acción produce dobles enlaces entre los carbonos 4 y 5, generándose una -
eliminación, principalmente en las pectinas de bajo metoxilo (Figura 2-11). Para el ataque 
la enzima requiere iones calcio (Collmer and Keen, 1986). 
 
Figura 2-11: Degradación del ácido poligalacturónico por acción de la pectato liasa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La participación de la enzima pectato liasa en procesos de infección se ha estudiado en 
diferentes hongos patogénicos como: Rhizoctonia, Botrytis, Aspergillus (Ayers et. al., 
1966), Fusarium oxysporum f. sp. Licopersici (Jones et. al., 1972), Erwinia carotovora 
(Collmer and Keen, 1986; Tsuyumu, 1979), entre otros.  
 
Dean y Timberlake 1989, estudiaron la pectato liasa en Aspergillus niger, induciéndola en 
medio líquido con ácido poligalacturónico (1%) y encontraron que ésta fue secretada 70 h 
después de la inoculación del hongo, su pH óptimo fue de 9,0 y la enzima se inhibió 
completamente en ausencia de Ca2+ y en presencia de azúcares como  glucosa, lactosa, 
maltosa o sacarosa al 1%. Shevchik 1997, encontró 5 isoenzimas de pectato liasas 
producidas por Erwinia chrysanthemi 3937; todas ellas necesitan Ca2+ como cofactor y 
presentan un pH óptimo alcalino. Yakoby et. al. 2000, realizaron ensayos con 
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Colletotricum gloeosporioides donde mostraron que la secreción de esta enzima fue 
detectada cuando el pH del medio de cultivo (PEIM) llego a 5,8 y se incremento hacia pH 
6,5; además, la producción del transcrito de pelB empezó a pH 5,0 y se incrementó hacia 
pH 5,7; en ensayos realizados in vivo el pH del pericarpio en frutos de aguacate (Persea 
americana cv. Fuerte), recién cosechados, que además presentan resistencia al ataque 
del patógeno, fue 5,2; mientras que en frutos maduros, cuando los síntomas de la 
enfermedad fueron expresados, el pH del pericarpio había aumentado a 6,3. Kramer-
Haimovich et. al. 2006, realizaron ensayos con Colletotricum gloeosporioides donde 
mostraron que la secreción de pectato liasa esta sujeta a señales nutricionales y es 
dependiente del pH, ya que solamente se observa cuando el pH es 6 o mayor y cuando 
hay presencia de nitrógeno en el medio. Además encontraron que la activación 
transcripcional de pelB gen que codifica para la enzima, también es dependiente de pH.  
Gomez and Martínez, 2005; encontraron que para el modelo Fusarium oxysporum f. sp. 
dianthi-Clavel, esta enzima es inducida por la presencia en medios de cultivo de material 
vegetal (pared celular y macerado de clavel), mientras que la adición de ácido 
poligalacturónico o pectina comercial no genera actividad enzimática.  
 
2.6.2 Poligalacturonasa (PG) E.C. 3.2.1.67 y E.C. 3.2.1.15 
 
La poligalacturonasa E.C. 3.2.1.67 y E.C. 3.2.1.15, hidroliza las uniones glucosídicas de 
los ácidos poligalacturónicos residuales (coloidales o solubles), produciendo monómeros 
y oligómeros del ácido D-galacturónico (Figura 2-12). Esta enzima rompe la pectina de 
bajo grado de metilación. Se conocen: Endo-PG y Exo-PG según la zona de ataque en la 
cadena pectídica (Collmer and Keen, 1986). 
 
Figura 2-12: Degradación del ácido poligalacturónico por acción de la poligalacturonasa 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poligalacturonasa
H2O
n 
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La participación de la poligalacturonasa en los procesos de infección a sus hospederos 
se ha demostrado empleando diversos estudios “in vivo” e “in vitro” con bacterias como 
Ralstonia solanacearum (Huang and Allen, 2000) y hongos patógenos como Rhizopus 
stolonifer (Lee and West, 1981), Erwinia carotovora (Collmer and Keen, 1986) y Botrytis 
cinerea (Wood, 1988).  
 
En Ralstonia solanacearum una bacteria que causa marchitamiento en plantas como 
tomate, tabaco, papa, maní y banano, entre otros, se ha postulado que las 
poligalacturonasas pueden jugar diferentes papeles, tanto en la enfermedad como en la 
supervivencia del patógeno:  
 Pueden ayudar en la invasión de la raíz por digestión de los geles pécticos 
alrededor de un corte o de los puntos laterales de salida de las raíces o por 
degradación de la pared celular cortical de la raíz. 
 Por digestión de la pectina produciendo nutrientes necesarios para una rápida 
multiplicación bacteriana o fúngica. 
 Pueden bloquear los vasos del xilema por la generación de geles de pectina 
parcialmente digeridos y debilitamiento de la pared celular liberando tilosas.  
 Pueden contribuir a la extensión bacterial y colonización por rompimiento de las 
membranas que contienen pectinas que separan los vasos de xilema adyacentes. 
 Los oligalacturonidos generados por las PGs pueden inducir la producción de 
otros factores de virulencia 
 Pueden macerar el tejido de la planta en los estados terminales de la enfermedad 
de marchitamiento y durante el crecimiento saprofítico (Huang and Allen, 2000). 
 
Dean y Timberlake 1989, estudiaron esta enzima en Aspergillus niger, induciéndola en 
medio líquido con ácido poligalacturónico (1%) y encontraron que la poligalacturonasa 
fue secretada 50 h después de la inoculación del hongo, con un pH óptimo de 4.0 y la 
ausencia de Ca2+ no afectó su actividad; sin embargo la presencia de azúcares (glucosa, 
lactosa, maltosa o sacarosa) al 1% inhibío la inducción de la enzima. Fawole y Odunfa 
2003, realizaron estudios para determinar las condiciones óptimas de producción de las 
enzimas pectinolíticas de A. Níger, incluida la poligalacturonasa, encontrando que esta 
podría ser alcanzada por la fermentación en estado sólido de sustratos que contienen 
sustancias pécticas, suplementadas con sulfato de amonio en un cultivo estacionario a 
40 C y pH 5 por 4 días.  
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Yakoby et. al. 2000, realizaron ensayos con Colletotrichum gloeosporioides donde 
mostraron que la secreción de PG y el transcrito pg fueron detectadas cuando el pH del 
medio de cultivo (PEIM) llego a 5,0 y se incremento hacia pH 5,7. Gomez and Martínez, 
2005; encontraron que para el modelo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi-Clavel, esta 
enzima no se induce en medios de cultivo con adición de pared celular de diferentes 
variedades de clavel, mientras que la adición de ácido poligalacturónico o pectina 
comercial, genera inducción enzimática a partir del día 7. 
  
 
  
3.1 Material biológico 
 
3.1.1  Selección de Material vegetal 
 
El trabajo se desarrolló con lulos (Solanum quitoense Lam) en tres estados de 
maduración: verde, pintón y maduro; completamente sanos, sin magulladuras, ni olores 
extraños, provenientes de la región de Campohermoso - Boyacá.  
 
La caracterización del estado de maduración se realizó por medio de la determinación 
de: sólidos solubles (NTC 4624), dureza, pH (NTC 4592), acidez titulable (NTC 4623) e 
índice de madurez (ºBrix/acidez titulable), para esto se tomaron 3 lulos diferentes por 
cada estado de maduración y la medición de cada parámetro se hizo por triplicado. 
 
 Obtención del exocarpo del fruto de lulo 
 
Los frutos de lulo se lavaron por inmersión en una solución de hipoclorito de sodio al 1% 
durante 15 minutos y luego se dejaron en contacto con agua estéril por 10 minutos. 
Posteriormente se retiró el exocarpo del fruto, el cual fue triturado con nitrógeno líquido y 
se secó a 37ºC durante una noche. Antes de los ensayos de inoculación, el exocarpo del 
fruto se dejó en cabina de flujo laminar con luz ultravioleta durante 2 horas (Gómez, 
2000).  
 
 Obtención de la pared celular del fruto de lulo 
 
Para obtener la pared celular del fruto, se partió de exocarpo previamente triturado con 
nitrógeno líquido, al cual se le adicionaron 5,0 mL de solución amortiguadora Na2HPO4-
NaH2PO4 0,01M, pH 7,00/g de exocarpo, luego de 5 minutos en agitación las muestras 
se centrifugaron empleando las siguientes condiciones: 6.000 r.p.m., 4ºC y 20 minutos. 
Este paso se realizó dos veces.  
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Se descartó el sobrenadante, el pellet se lavó con 4,0 mL de SDS (1.0%) (Dodecil Sulfato 
de Sodio) por gramo de exocarpo y las muestras se centrifugaron empleando las 
siguientes condiciones: 6.000 r.p.m., 4ºC y 15 minutos. Este paso se realizó dos veces. 
Finalmente el pellet se lavó con 3,0 mL de agua destilada, desionizada, se centrifugó a 
6.000 r.p.m., 4ºC y 20 minutos. Este paso se realizó tres veces (Gómez, 2000).  
La pared celular obtenida se secó a 37 ºC durante una noche y antes de realizar los 
cultivos se dejó en cabina de flujo laminar con luz ultravioleta durante 2 horas.  
 
3.1.2    Patógeno (Colletotrichum acutatum) 
 
El trabajo se realizó con una cepa certificada del hongo Colletotrichum acutatum 
caracterizada morfológicamente, adquirida en el laboratorio de Micología y Fitopatología 
de la Universidad de los Andes (LAMFU), en Octubre de 2007. El aislamiento de 
Colletotrichum acutatum, se mantuvo en medio PDA “Papa-Dextrosa-Agar”, incubado a 
temperatura ambiente. 
 
 Preparación del inóculo de Colletotrichum acutatum  
 
Para la preparación del inóculo, el micelio de Colletotrichum acutatum se propagó en 
medio líquido a 25ºC y agitación reciprocante durante 5 días. El medio fue elaborado con 
25 g de papa pelada y cortada en trozos pequeños/100 mL de agua, ésta mezcla se dejó 
en ebullición durante 15 minutos y se filtró antes de usar. Cumplido este periodo, el 
inoculo se filtró en condiciones asépticas para retirar el micelio sobrenadante y se realizó 
el conteo de conidias empleando la cámara de Neubauer.  
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3.2 Selección de condiciones para la determinacion de la 
actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato 
liasa en cultivos “in vitro” 
 
3.2.1 Determinación de la concentración del inductor 
 
La cantidad de exocarpo o pared celular necesaria para la inducción de las enzimas 
poligalacturonasa y pectato liasa de Colletotrichum acutatum, se definió mediante un 
ensayo “in vitro” utilizando como medio líquido caldo de papa al 25% y pared celular o 
exocarpo en concentraciones de 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5%. A estos medios se les agregó la 
cantidad de inoculó necesaria para generar una concentración final de 3x105 
conidias/mL. Los ensayos se realizaron por triplicado y además se empleó un control sin 
inductor. Estos cultivos se mantuvieron durante 7, 8 y 9 días, sin agitación, a 25ºC. Luego 
de finalizados los diferentes periodos de tiempo del ensayo “ in vitro”, el medio de cultivo 
fue transferido –dentro de una cabina de flujo laminar- a tubos falcon de 15 mL 
(previamente esterilizados). Éstos se centrifugaron a 6.000 r.p.m. durante 20 minutos a 
4ºC, con el fin de separar el micelio de Colletotrichum acutatum del medio de cultivo. 
Para la selección de la cantidad adecuada de inductor, se realizaron determinaciones por 
triplicado de la actividad de la enzima poligalacturonasa en el sobrenadante o extracto 
enzimático.  
 
3.2.2  Determinación de las mejores condiciones para la medida 
de actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa. 
 
Las mejores condiciones para la determinación de la actividad de las enzimas 
pectinolíticas de interés se realizaron con extractos correspondientes al día de mayor 
inducción para cada enzima, empleando triplicados tanto para el blanco como para el 
extracto enzimático. Las condiciones iniciales para realizar estas determinaciones fueron 
las que Parra, 2001, reportó como mejores condiciones para la medida de actividad de 
estas enzimas en el modelo de interacción Fusarium oxysporum f. sp. dianthi-clavel 
(Tabla 3-1). Los parámetros fueron determinados de manera independiente en el orden 
en que aparecen en la tabla y a medida que se ajustaba una condición, ésta se adoptaba 
realizar la selección del siguiente parámetro; empleando un diseño escalonado. 
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Tabla 3-1: Condiciones iníciales para la medida de actividad de PG y PL 
 
Parámetros Enzima PG Enzima PL 
Cantidad de enzima (µL) 50 250 
Tiempo (min) 120 60 
pH 5,0 8,5 
Concentración CaCl2 (mM) --------- 0,5 
Temperatura (ºC) 30 37 
Concentración APG % 0,3 0,5 
 
 
 Selección de la cantidad de enzima 
 
Las cantidades empleadas para determinar el volumen de extracto enzimático necesario 
para llevar a cabo las respectivas reacciones fueron de: 30, 40, 50, 60 y 70 µL para la 
enzima poligalacturonasa y de: 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 y 300 µL para la enzima 
pectato liasa.  
 
 Selección del tiempo óptimo de reacción 
 
Dado que los tiempos reportados para la acción de las enzimas poligalacturonasa y 
pectato liasa sobre el sustrato se encuentran entre 1 y 2 horas, se tomaron valores de 15, 
30, 60, 90 y 120 minutos, para la determinación de este parámetro.  
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 Selección del pH 
 
Teniendo en cuenta que las enzimas poligalacturonasas secretadas por diferentes 
patógenos tienen un pH óptimo de actividad en la región ácida. Los pHs seleccionados 
para la determinación de este parámetro fueron: 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 y 7,0, empleando 
solución amortiguadora de CH3COOH – CH3COONa 0,100 M, EDTA 75 mM, NaCl 0,15 
M (pH 4,0-5,5); y la solución amortiguadora NaH2PO4 – Na2HPO4 0,100 M, EDTA 75 mM, 
NaCl 0,15 M (pH 6,0-7,0). 
 
En el caso de las enzimas pectato liasas estudiadas en diferentes patógenos se ha 
encontrado que tienen un pH óptimo de actividad en la región básica, por lo cual se 
seleccionaron los siguientes pHs para la determinación de este parámetro: 7,0; 7,5; 8,0; 
8,5; 9,0 y 10,0; empleando como soluciones amortiguadoras, Tris-HCl 0,100 M para pH 
7,0-9,0 y glicina-NaOH  0,100 M para pH 10,0.  
 
 Selección de la concentración de iones calcio 
 
La enzima pectato liasa requiere de iones calcio como cofactor; para determinar la 
concentración requerida por la enzima secretada por Colletotrichum acutatum se 
trabajaron las siguientes concentraciones: 0,2, 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 y 0,7 mM.  
 
 Selección de la temperatura 
 
Para conocer la temperatura adecuada para la acción de las enzimas poligalacturonasa y 
pectato liasa secretadas por Colletotrichum acutatum, se realizaron ensayos de actividad 
a: 20, 30, 37, 60 y 80 ºC.   
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 Selección de la concentración de sustrato 
 
Las enzimas estudiadas corresponden a pectinasas que actúan en la planta, luego de la 
desesterificación de la pectina por parte de las enzimas pectin metil esterasas; por tal 
razón se utilizó ácido poligalacturónico como sustrato. Se emplearon concentraciones de 
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 y 0,6%, para las dos enzimas y además de éstas una concentración 
de 0,05% para la enzima poligalacturonasa. 
 
3.3  Determinación de la influencia del estado de 
madurez del fruto de lulo en la inducción de las enzimas 
poligalacturonasa y pectato liasa  
 
La inducción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa se llevó a cabo realizando 
ensayos “in vitro”, empleando como medio líquido (caldo de papa al 25%) e inductor 
natural (pared celular o exocarpo de lulo, en tres estados de maduración, verde, pintón y 
maduro), en la cantidad óptima seleccionada previamente. A estos medios se les agregó 
la cantidad de inoculó necesaria para generar una concentración final de 3x105 
conidias/mL.  Para evaluar la actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa, 
secretadas por el hongo en estas condiciones, se trabajó con un diseño experimental que 
comprende la realización de los ensayos durante 13 días por triplicado, empleando los 
siguientes periodos de tiempo: 0, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13 días; adicionalmente, se 
preparó un control sin inductor para cada uno de los tiempos a ensayar.  
 
Finalizado cada uno de los ensayos, las muestras fueron transferidas -en una cabina de 
flujo laminar- a tubos falcon estériles de 15 mL, los cuales fueron centrifugados a 6.000 
r.p.m. durante 20 minutos a 4ºC, con el fin de separar el micelio de Colletotrichum 
acutatum del medio de cultivo. Se realizaron determinaciones por triplicado del pH y de la 
actividad de las enzimas pectinolíticas en el sobrenadante o extracto crudo. 
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3.3.1 Determinación de la actividad enzimática para la enzima 
poligalacturonasa  
 
Para la determinación de los azúcares reductores obtenidos como productos de hidrólisis 
de la enzima poligalacturonasa sobre el sustrato ácido poligalacturónico, se empleó el 
método de Nelson-Somogyi (Nelson, 1944; Somogyi,  1952). La cuantificación de los 
azúcares liberados se realizó por medio de una curva de calibración, usando como 
patrón glucosa en el rango de 0-30 g/mL (Anexo B). Este método se basa en la 
reducción del ion cúprico a ion cuproso para producir óxido de cobre y la oxidación de 
grupos aldehídos producidos por la hidrólisis del ácido poligalacturónico. Luego la 
cantidad de óxido se cuantificó por la acción del ácido arsenomolíbdico, el cual es 
cuantitativamente reducido a ácido arsenomolibdoso, cuya coloración se registra a 500 
nm (Genesys 10uv). (Parra, 2001; Di Pietro and Roncero, 1996; Tagawa and Kaji, 1988).    
Para la medida de actividad de la enzima poligalacturonasa se realizaron ensayos por 
triplicado tomando como condiciones iniciales las seleccionadas previamente. 
Paralelamente se realizaron blancos con la misma cantidad de enzima, pero 
desnaturalizada previamente por tratamiento con calor a 80ºC, durante 20 minutos. La 
unidad de actividad PG fue definida como nmol de azúcares reductores 
producidos/segundo*mililitro de extracto enzimático (nkat/mL de extracto enzimático).  
 
3.3.2 Determinación de la actividad enzimática para la enzima 
pectato liasa   
 
La cuantificación de la actividad de la enzima pectato liasa se realizó teniendo en cuenta 
que esta enzima actúa sobre el ácido poligalacturónico generando oligogalacturónidos 
4,5-insaturados por β-eliminación. Las determinaciones fueron hechas por lectura directa, 
midiendo el incremento de la absorbancia a 232 nm (Genesys 10uv) (Steven et al. 2000;  
Collmer et. al., 1988) y empleando el valor de  de 4600 L/mol*cm (Brühlmann, 1995). 
Para la medida de actividad de esta enzima se realizaron ensayos por triplicado tomando 
como condiciones iníciales las obtenidas previamente. La unidad de actividad para la 
enzima pectato liasa, fue definida como las nmol de ácido poligalacturónico insaturado 
producido/segundo*mililitro de extracto enzimático (nkat/mL extracto enzimático).  
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3.3.3 Determinación de la cantidad de proteína 
 
Para la selección de las mejores condiciones empleadas en la determinación de la 
actividad enzimática y para hallar la Km aparente de las enzimas y su Vmáx, se 
determinó la cantidad de proteína presente en el extracto enzimático crudo empleado, 
mediante el método de Bradford, el cual se basa en la capacidad de enlace entre la 
proteína y el azul brillante de Coomassie G-250. El color desarrollado (azul) es estable 
por cerca de una hora (Boyer, 1993). Los ensayos fueron realizados por duplicado, 
empleando para cada uno de ellos 20 µL de extracto enzimático y 500 µL de reactivo de 
Bradford, las muestras se agitaron y se dejaron en reposo durante 20 minutos a 
temperatura ambiente y posteriormente se determinó la absorbancia a 590 y 450 nm. Se 
realizó una curva de calibración con Albúmina de Suero Bovino (BSA) en el rango de 0-
14 µg (Anexo A). 
 
3.3.4 Análisis estadístico de los resultados obtenidos en la 
evaluación de las enzimas secretadas por Colletotrichum 
acutatum 
 
El análisis estadístico de los resultados obtenidos en la selección de las mejores 
condiciones para las medidas de actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato 
liasa, y de los resultados obtenidos en los ensayos realizados con inductores en 
diferentes estados de madurez, se llevó a cabo utilizando un análisis de varianza sencillo 
(ANOVA), evaluando diferencias entre tratamientos y agrupándolos de acuerdo a los 
resultados obtenidos para la prueba de Tuckey, empleando un nivel de significancia de 
0,05 (α=0,05).  
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3.4 Selección de un método para obtención de RNA total 
a partir de micelio del hongo Colletotrichum 
acutatum 
 
Con el propósito de seleccionar un método adecuado para la extracción de RNA total a 
partir de micelio del hongo Colletotrichum acutatum, se ensayaron 4 procedimientos 
empleados frecuentemente para la extracción de RNA de células con pared celular. El 
primero de ellos emplea el reactivo comercial Trizol® y dos variaciones especiales para 
muestras con alto contenido de carbohidratos, el segundo utiliza CTAB-(Bromuro de cetil 
trimetil amonio)- (Jin et. al., 1999), el tercero usa SDS (Li et. al., 2006) y el cuarto con el 
reactivo comercial Tri-reagent®. Para los tres primeros métodos se emplearon 0,5 g de 
micelio fresco y para el último método 0,020 g de micelio liofilizado, las muestras se 
trituraron con nitrógeno líquido en morteros estériles previamente tratados con agua 
DEPC y se realizó un duplicado de extracción para cada uno de los ensayos.   
La selección del método para la extracción de RNA se realizó teniendo en cuenta los 
siguientes parámetros: la integridad del RNA obtenido, determinada mediante 
electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes con formaldehído, la relación de 
Absorbancias 260/280nm y el rendimiento reportado como la cantidad de RNA extraído 
por gramo de micelio del hongo (Davis et. al., 1994). Cada una de estas determinaciones 
fue realizada por duplicado.  
 
3.4.1  Extracción de RNA empleando el reactivo comercial Trizol® 
 
En primer lugar se usó el reactivo comercial Trizol® de la empresa invitrogen, de acuerdo 
a las recomendaciones sugeridas para la extracción en muestras que poseen pared 
celular. A la muestra de micelio, se le adicionó 1,0 mL de Trizol ®, se agitó en vortex y se 
incubó a 4ºC durante 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 0,2 mL de cloroformo 
para separar los ácidos nucleícos de las proteínas y carbohidratos presentes en el 
extracto. Después de agitar nuevamente durante 15 segundos e incubar durante 3 
minutos a temperatura ambiente se centrifugó a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 15 minutos. 
Se tomó el sobrenadante rico en RNA en un nuevo tubo estéril y para precipitarlo se trató 
con 0,5 mL de alcohol isopropílico, se dejó en incubación durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, se centrifugó a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 10 minutos. El RNA 
total se lavó dos veces con etanol al 75% y se centrifugó a 7500 r.p.m. a 4ºC durante 5 
minutos, después de cada lavado. El pellet se dejó secar, se resuspendió en 30 µL de 
agua DEPC y se calentó a 65ºC durante 10 minutos, antes de los ensayos realizados 
para evaluar la calidad y cantidad de RNA total obtenido.  
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 Extracción de RNA empleando el reactivo comercial Trizol®. Primera 
variación 
 
Cuando se tienen muestras de RNA que presentan contaminación con proteoglicanos o 
polisacáridos, el fabricante recomienda hacer una modificación al paso de precipitación 
del RNA normalmente empleado, con el fin de eliminar estos interferentes. Para esto se 
debe emplear una mezcla de 0,25 mL de alcohol isopropílico y 0,25 mL de solución de 
sales (Citrato de sodio 0,8 M y Cloruro de Sodio 1,2 M), en lugar de usar únicamente 
alcohol isopropílico. Esta modificación permite realizar una precipitación efectiva del 
RNA, ya que mantiene los proteoglicanos y polisacáridos solubles en la disolución.  
 
 Extracción de RNA empleando el reactivo comercial Trizol®. Segunda 
variación 
 
Cuando se tienen muestras con alto contenido de proteínas, grasas o polisacáridos, 
como suele ser el caso de los hongos, el fabricante recomienda una variación del 
procedimiento generalmente empleado, que incluye un paso adicional antes de la adición 
del cloroformo. Para esto se debe centrifugar  la muestra a 12.000 r.p.m. a 4ºC durante 
15 minutos, después de adicionar el reactivo Trizol® y antes del tratamiento con 
cloroformo. El pellet obtenido contiene membranas celulares, polisacáridos y DNA de alto 
peso molecular, mientras que el sobrenadante contiene el RNA total, al cual se le 
adicionaron 0,2 mL de cloroformo para precipitar las proteínas presentes en el extracto. 
El resto del procedimiento se realizó sin variaciones.  
 
3.4.2 Extracción de RNA empleando el reactivo CTAB. 
 
El segundo método empleado fue reportado por Jin et. al., 1999, para extraer RNA del 
hongo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. Malvae, el cual emplea el reactivo CTAB que 
en soluciones de alta concentración iónica forma complejos con las proteínas y 
polisacáridos de la muestra, sin precipitar los ácidos nucleícos. Este método se emplea 
cuando se necesita extraer RNA de organismos que producen grandes cantidades de 
polisacáridos como es el caso de los hongos, presentando buen rendimiento y alta 
calidad para el RNA total aislado, teniendo en cuenta esto, fue seleccionado para extraer 
RNA de Colletotrichum acutatum.  
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El procedimiento a seguir fue el siguiente: se tomó el micelio y se adicionó 1,0 mL de 
solución amortiguadora de extracción (2% CTAB, 2% PVP, 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 25 
mM EDTA, 2,0 M NaCl y 2% β-mercaptoetanol), se agitó en vortex durante 1 minuto. La 
muestra fue dividida en 2 tubos y a cada uno de ellos se les adicionaron 0,5 mL de fenol-
cloroformo 1:1, se agitaron nuevamente y se centrifugaron a 12.000 r.p.m. a 4ºC durante 
15 minutos. Se tomaron los sobrenadantes y se trasfirieron a tubos nuevos, luego se les 
adicionó 0,25 mL de LiCl 2M y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Después se centrifugaron a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 10 minutos, el RNA total se lavó 
dos veces con LiCl 2M y después de los lavados las muestras fueron centrifugadas a 
7500 r.p.m. a 4ºC durante 5 minutos. El pellet se dejó secar, se resuspendió en 30 µL de 
agua DEPC y se calentó a 65ºC durante 10 minutos, antes de los ensayos realizados 
para evaluar la calidad y cantidad de RNA total obtenido.  
 
3.4.3 Extracción de RNA empleando el reactivo SDS. 
 
El tercer método empleado fue reportado por Li et. al., 2006 para extraer RNA del hongo 
Lentinula edades, el cual según indican los autores es adecuado para muestras con alto 
contenido de carbohidratos y tiene como ventajas, ser un método rápido, con buen 
rendimiento y alta calidad, por lo cual fue seleccionado para extraer RNA de 
Colletotrichum acutatum. El procedimiento a seguir fue el siguiente: se tomó la muestra y 
se le adicionó 1,0 mL de solución amortiguadora de extracción (1% SDS p/v, 400 mM 
NaCl y 20 mM de EDTA en 10 mM Tris-HCl pH 8,00), se agitó en vortex durante 1 
minuto. La muestra fue dividida en 2 tubos y a cada uno se les adicionaron  150 µL de 
NaCl saturado, el cual permite remover polisacáridos y proteínas presentes en la 
muestra. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 12.000 r.p.m. a 4ºC durante 15 
minutos. Se tomaron los sobrenadantes y se trasfirieron a tubos nuevos, luego se les 
adicionó 0,5 mL de una mezcla fenol-cloroformo 1:1, se agitaron en vortex durante 1 
minuto y se centrifugaron a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 15 minutos. Se recuperaron los 
sobrenadantes ricos en RNA en nuevos tubos estériles y para precipitar el RNA se 
trataron con 0,5 mL de alcohol isopropílico, incubando durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Después se centrifugaron a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 10 minutos, el RNA 
total se lavó dos veces con etanol al 75% y los tubos se centrifugaron a 7500 r.p.m. a 4ºC 
durante 5 minutos. El pellet se dejó secar, se resuspendió en 30 µL de agua DEPC y se 
calentó a 65ºC durante 10 minutos, antes de los ensayos realizados para evaluar la 
calidad y cantidad de RNA total obtenido.  
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3.4.4 Extracción de RNA empleando el reactivo comercial Tri 
reagent® 
 
El cuarto método empleado fue reportado por Yakoby et. al., 2000, para extraer RNA del 
hongo Colletotrichum gloeosporioides, éste emplea el reactivo comercial Tri reagent® de 
la empresa sigma. La extracción de RNA a partir de micelio del hongo Colletotrichum 
acutatum se realizó de acuerdo a las recomendaciones sugeridas por el fabricante para 
la extracción en muestras que poseen pared celular, empleando el siguiente 
procedimiento: a la muestra de micelio se le adicionó 1,0 mL de Tri reagent®, se agitó en 
vortex y se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se 
adicionaron 0,2 mL de cloroformo para precipitar las proteínas presentes en el extracto. 
Después de agitar nuevamente durante 15 segundos e incubar durante 10 minutos a 
temperatura ambiente se centrifugó a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 15 minutos. Se tomó el 
sobrenadante rico en RNA en un nuevo tubo estéril y para precipitarlo se trató con 0,5 mL 
de alcohol isopropílico, se dejó en incubación durante 10 minutos a temperatura 
ambiente, se centrifugó a 12000 r.p.m. a 4ºC durante 10 minutos, el RNA total se lavó 
dos veces con etanol al 75% y se centrifugó a 7500 r.p.m. a 4ºC durante 5 minutos. El 
pellet se dejó secar, se resuspendió en 30 µL de agua DEPC y se calentó a 65ºC durante 
10 minutos, antes de los ensayos realizados para evaluar la calidad y cantidad de RNA 
total obtenido.  
 
3.5 Diseño de primers para la amplificación por RT-PCR 
de los genes pel, pg y gen control del hongo 
Colletotrichum acutatum 
 
El diseño de primers para la retrotranscripción y amplificación de los genes de interés del 
hongo Colletotrichum acutatum se realizó teniendo en cuenta la información encontrada 
para hongos similares a éste. Se emplearon las secuencias de cDNA reportadas en NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para estos hongos y se uso el programa Clustal W  
(www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html), para realizar los alineamientos respectivos. Por 
medio del programa Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), se realizó el 
análisis de las secuencias de tal manera que se encontraron regiones con alta homología 
de aproximadamente 20 nucleótidos. Los criterios a tener en cuenta para realizar el 
diseño de primers fueron: tamaño del fragmento a amplificar (100-300 pb), contenido CG 
(40-60%) y temperatura de fusión (50-70ºC). Empleando el programa VectorNTI®, se 
puede verificar que los primers seleccionados formen el menor número de horquillas y 
dímeros, que puedan reducir, por competencia, la efectividad de la amplificación de los 
fragmentos de interés en la PCR.  
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Debido a que los análisis realizados por RT-PCR requieren de un gen que se exprese 
constitutivamente (gen casero) empleado como control, se seleccionaron los genes β-
tubulina y gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa.  
 
3.5.1 Diseño de primers para la amplificación del gen pel 
 
El diseño de primers para la retrotranscripción y amplificación del gen pel, se realizó 
teniendo en cuenta la información encontrada en el GeneBank para hongos similares al 
Colletotrichum acutatum, como lo es Colletotrichum gloeosporiodes o Glomerella 
cingulata. 
 
3.5.2 Diseño de primers para la amplificación del gen pg 
 
Los primers utilizados para la retrotranscripción y amplificación de un fragmento 
correspondiente al gen pg del hongo Colletotrichum acutatum, se tomaron del artículo 
(Kramer-Haimovich et. al., 2006), donde trabajan con el hongo Colletotrichum 
gloeosporioides. El primer empleado como directo fue                                                            
5’-CCTCAACGGCATCAAGGTACC-3´ y el primer empelado como reverso fue                         
5´-CAGGCATGCGTCCTGGTTGTA-3´. 
 
3.5.3 Diseño de primers para la amplificación del gen control 
 
Se trabajaron primers para dos genes empleados regularmente como genes control, β-
tubulina y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.  
Los primers empleados para la retrotranscripción y amplificación del gen gpd 
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, están reportados en la literatura para el hongo 
Lentinula edodes (Li et. al., 2006). El primer empleado como directo fue 5’-
AATGCTTTGAACCCTGAA-3’ y como reverso fue 5’-AATGCTTTGTTGAACCCTGAA-3’. 
Los primers utilizados para la retrotranscripción y amplificación del gen β-tub (gen 
casero), se seleccionaron teniendo en cuenta la información encontrada en el Gene Bank 
para hongos similares a Colletotrichum acutatum, como lo es Colletotrichum 
gloeosporiodes o Glomerella acutata.  
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3.6 Evaluación de la amplificación por RT-PCR de 
fragmentos correspondientes a los genes pel, pg y 
β-tub. 
 
Los niveles de transcripción para cada una de las enzimas propuestas, fueron evaluados 
inicialmente con la técnica de RT-PCR (Retrotranscripción-Reacción en Cadena de la 
Polimerasa); para lo cual, se emplearon extractos totales de RNA obtenidos a partir de 
micelio del hongo Colletotrichum acutatum. 
 
3.6.1 Eliminación de DNA genómico en las muestras de RNA 
provenientes del micelio del hongo Colletotrichum 
acutatum 
 
Debido a que para realizar los ensayos de amplificación es necesario contar con 
muestras de RNA libres de contaminantes, éstas se trataron con el kit de DNasa de 
Invitrogen®, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, que se mencionan a 
continuación: tomar 2 µg de RNA total, adicionar 2 µL 10X DNasa I reaction buffer, 2 µL 
DNasa I Amp. Grade 1U/ µL, completar con agua estéril hasta 14 µL. Incubar a 
temperatura ambiente durante 15 minutos (No exceder este tiempo). Inactivar la DNasa I 
adicionando 4 µL de EDTA 25 mM y calentando a 65ºC durante 30 minutos. En este 
punto, la muestra queda lista para ser sometida a la reacción de Retrotranscripción con la 
Transcriptasa reversa M-MLV (Molones Murine Leucemia Virus) de la casa comercial 
Invitrogen®. El procedimiento se siguió de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
En este procedimiento al RNA se le adicionaron 40pmol de oligodT, 10 nmol de cada 
dNTP. Luego de calentar por 5 minutos a 65ºC y enfriar en hielo, se adicionaron 4 µL de 
solución amortiguadora de reacción 5X (250mM Tris-HCl pH 8.30, 375 mM KCl, 15mM 
MgCl2) y 2 µL de DTT 0.1M. Se mezclaron los contenidos y se incubaron durante 5 
minutos a 37ºC, luego se adicionaron 200U de la enzima. La mezcla de reacción se 
mantuvo a 37ºC durante 50 minutos y luego a 70ºC por 15 minutos. El cDNA se 
almacenó a -20ºC.   
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3.6.2 Condiciones para la amplificación de los fragmentos de 
interés 
 
La amplificación del cDNA se realizó empleando la Taq polimerasa Invitrogen® siguiendo 
las instrucciones suministradas por el fabricante. En este procedimiento se tomó 1 µL de 
cDNA y se mezcló con 2,5 µL de solución amortiguadora de reacción 10X (200mM Tris-
HCl pH 8,40 y 500mM KCl), 4 µL de la mezcla de dNTPs 10mM, 0.8 µL de MgCl2 50mM, 
1 µL de cada primer 20 µM y 1,0 µL de Taq polimerasa. Finalmente se adicionó agua 
estéril hasta completar 25 µL. Luego los tubos fueron introducidos al termociclador y se 
empleó el siguiente programa de temperaturas: 1 ciclo inicial de 94ºC por 3 minutos, 40 
ciclos (94ºC por 1 minuto, (temperatura adecuada para cada pareja de primers por 1 
minuto) y 72ºC por 1 minuto) y por último 1 ciclo final de 72ºC por 10 minutos. (Ardila, 
2005). 
Figura 3-1: Programa térmico para la amplificación de pel, pg y gen control 
 
 
 
Los productos de la amplificación fueron visualizados en geles de agarosa al 1,5% y se 
tiñeron con una solución de bromuro de etidio al 0,001mg/mL y vistos bajo luz ultravioleta 
en el transiluminador. Además se empleó el marcador de peso molecular de 2000 pb de 
la empresa Invitrogen. 
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3.7 Evaluación de los niveles transcripcionales por RT-
qPCR en micelio de Colletotrichum acutatum, del 
gen pel. 
 
3.7.1 Clonación de un fragmento correspondiente al gen pel 
 
 Purificación del fragmento de interés 
 
Para llevar a cabo la purificación del fragmento seleccionado para la clonación, se 
empleó Pure Link TM PCR purification kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
tomaron 100 µL del fragmento amplificado por RT-PCR y se mezclaron con 400 µL de 
buffer de unión Purelink TM, esta solución se adicionó a la columna de purificación y se 
centrifugó a 12000 r.p.m. durante 1 minuto a temperatura ambiente. Luego, la columna 
se lavó con 650 µL de buffer de lavado, se centrifugó a 12000 r.p.m. durante 1 minuto a 
temperatura ambiente. La columna se centrifugó nuevamente a 14000 r.p.m durante 2 
minutos a temperatura ambiente, con el fin de retirar todo el buffer de lavado. Para eluir 
el fragmento de interés, se adicionaron 50 µL de buffer de elución, el cual debe 
adicionarse en el centro de la columna; se dejó en incubación durante 1 minuto a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 14000 r.p.m. durante 2 minutos a temperatura 
ambiente. El fragmento purificado se guardó a -20°C.    
 
 Ligación del inserto al vector de clonación  
 
Para la ligación del inserto al vector de clonación pGEM-T, se empleó el kit p-GEM-T-
easy Vector Sistem-Promega®, siguiendo las instrucciones del fabricante, las cuales 
indican que se deben mezclar 3 µL del inserto, 1 µL vector, 1 µL ligasa, 5 µL buffer de 
ligación y se dejar en incubación a 4°C durante toda una noche.  
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 Transformación de las bacterias TOP 10 E. coli 
 
La trasformación de las bacterias se llevó a cabo por choque térmico empleando 50 µL 
de bacterias competentes de E. coli TOP 10, en CaCl2 100 mM y 30% de glicerol a -70°C 
a las cuales se les adicionaron 5 µL de la ligación, se dejaron 30 minutos a 4°C, se 
calentaron durante 30 segundos a 42°C (no exceder este tiempo) y se dejaron 10 
minutos a 4°C (no exceder este tiempo). Posteriormente se adicionaron 200 µL de medio 
LB, se agitaron durante 3 horas a 37°C. Se colocaron 50 µL y 100 µL de las bacterias 
con el fragmento, en diferentes cajas de petri con medio LB-Agar-Ampicilina (10µg/mL), 
se dejaron toda la noche a 37°C.     
 
 Selección de colonias transfectadas con el vector que contiene el 
fragmento de interés 
 
Algunas de las colonias (5-10) que crecieron dentro de las cajas de petri fueron 
seleccionadas para verificar si tenían el plásmido de interés. Para esto, las colonias se 
resuspendieron en 30 µL de agua estéril y se calentaron a 95°C durante 10 minutos. Se 
realizó RT-PCR bajo las condiciones enunciadas previamente, empleando 10 µL de la 
suspensión bacterial y tomando como control negativo una muestra sin cDNA y como 
control positivo el cDNA purificado previamente.    
 
 Extracción del DNA plasmídico 
 
Se emplearon 2 medios de cultivo con 10 mL de medio líquido LB-ampicilina (50 
µg/mL)/cada uno, estos fueron inoculados con las colonias seleccionadas en el punto 
anterior y se incubaron durante toda una noche a 37°C con agitación. Se tomó 1 mL del 
cultivo de bacterias para conservarlo a -70°C con DMSO al 10%. Los 9 mL restantes, se 
emplearon para la extracción del DNA plasmídico. Las muestras fueron centrifugadas a 
7000 r.p.m durante 7 minutos a 4°C, el sobrenadante se descartó dejando el pellet lo más 
seco posible. El pellet fue resuspendido en 200 µL de la solución isotónica de 
resuspención de células, (glucosa 50mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0 y EDTA 2,5 mM pH 8,0) 
y 250 µL de solución de lisis (0,2 N NaOH y 1% SDS). Los componentes fueron 
mezclados e incubados máximo 5 minutos a 4°C.  Posteriormente, se adicionaron 250 µL 
de solución de neutralización (acetato potásico 3 M pH 4,8), las muestras se incubaron 
durante 5 minutos a 4°C y se centrifugaron a 14000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C.  
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El sobrenadante de las muestras fue empleado para realizar la extracción del plásmido, 
adicionando 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico. Las muestras se agitaron 
suavemente y se centrifugaron a 6000 r.p.m durante 10 minutos a 4°C. Se tomó 
nuevamente el sobrenadante y se realizó tratamiento con 1 µL de RNasa Invitrogen® 
incubando a 37°C durante 30 minutos. El DNA se precipitó adicionando 2.5 volumenes 
de etanol y acetato de sodio 3M pH 5,2 en proporción 1:10 a -20°C durante toda una 
noche. Las muestras se centrifugaron a 12000 r.p.m durante 15 minutos a 4°C. Se retiró 
el sobrenadante y el pellet se lavó con 900 µL de etanol al 70% a 4°C, se centrifugó a 
12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Este paso se realizó dos veces. El pellet se 
resuspendió en 100 µL de agua estéril. Se cuantificó por medio de la relación de 
absorbancias 260/280 y se realizó un gel de agarosa al 0,8% para verificar la extracción 
del plásmido.  
 
3.7.2 Curva de calibración para el plásmido con el fragmento 
correspondiente al gen pel  
 
Para la cuantificación por RT-qPCR del mRNA extraído de las muestras del ensayo 
realizado con el hongo Colletotrichum acutatum y los diferentes inductores, se realizó una 
curva de calibración con el plásmido empleando diluciones seriadas de 1:10, 1:100, 
1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:1000000.  
 
La amplificación del cDNA se realizó empleando el kit comercial de invitrogen. En este 
procedimiento se tomaron 2 µL del cDNA obtenido a partir del RNA extraído del micelio 
del hongo, 1 µL primer directo (10 µM), 1 µL primer reverso (10µM), 2 µL agua y 5 µL del 
kit; estas condiciones se emplearon para la muestra y su duplicado.  Luego los tubos 
fueron introducidos al termociclador y se emplearon los siguientes programas de 
temperaturas: 1 ciclo inicial de 95ºC por 3 minutos, 40 ciclos (95ºC por 10 segundos, 
(temperatura adecuada para cada pareja de primers por 30 segundos) y 72ºC por 30 
segundos) y por último 1 ciclo final de 72ºC por 30 segundos. Adicionalmente, se realizó 
la curva de fusión, desde 65°C hasta 95°C.  
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Figura 3-2: Programa térmico para la amplificación de pel con RT- qPCR 
 
 
 
 
  
 
  
 
4.1 Selección de material vegetal 
 
Los frutos se clasificaron en tres estados diferentes de maduración (verde, pintón y 
maduro), teniendo en cuenta los siguientes parámetros fisicoquímicos: pH, dureza, 
grados brix, acidez titulable e índice de madurez (ºBrix/acidez titulable), los resultados 
obtenidos se reportan en la tabla 4-1. 
 
Tabla 4-1: Parámetros fisicoquímicos empleados para la determinación del estado de 
madurez de los frutos de lulo 
 
 Propiedad Verdea Pintóna Maduroa 
Dureza (lbf/pg
2
) >26 22,9±1,73 12,9±2,37 
Grados Brix 6.5±0.52 8.4±0.46 10.1±0.214 
pH 3.54±0.128 3.21±0.105 3.16±0.0390 
Acidez titulable (% Ácido cítrico) 2.00±0.0410 3.04±0.278 2.78±0.0299 
Índice de madurez (°Brix/acidez) 2.3±0.28 2.9±0.39 3.65±0.0617 
 
a Los datos representan el valor promedio y la desviación estándar de los resultados 
obtenidos para 3 experimentos diferentes realizados por triplicado.  
 
Los valores obtenidos en las diferentes determinaciones fueron similares a los reportados 
por Caicedo and Higuera, 2007, mostrando el mismo perfil, es decir, a medida que los 
frutos maduran la dureza y el pH disminuyen, mientras que los grados brix y el índice de 
madurez aumentan, en cuanto a la acidez, estos valores no tienen una tendencia clara.  
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4.2. Selección de las condiciones adecuadas para la 
determinación de actividad de la enzima 
poligalacturonasa secretada por Colletotrichum 
acutatum en cultivos “in vitro”. 
 
Diferentes patógenos secretan enzimas dirigidas a degradar pared celular con propósitos 
nutricionales, de colonización y de invasión de los tejidos del hospedero, generando la 
inducción de respuestas de defensa en las plantas (Bowles, 1990; Walton, 1994; 
Esquerré-Tugayé et.al., 2000). Se ha reportado que pectin liasas, pectato liasas, 
poligalacturonasas, pectin metil esterasas y ramnogalacturonasas, son las primeras 
enzimas degradadoras de pared celular producidas durante la infección, presentando un 
papel importante en patogénesis (Walton, 1994, Di Pietro and Roncero, 1996; Ten Have 
et al., 1998; Rogers et. al., 2000; Isshiki et. al., 2001; De Lorenzo and Ferrari, 2002; 
Herbert et. al., 2004).  
Con el fin de conocer un poco más acerca de las herramientas bioquímicas empleadas 
por el hongo Colletotrichum acutatum en su interacción con el fruto de lulo (Solanum 
quitoense Lam), en este trabajo se decidió evaluar los perfiles de secreción de las 
enzimas pectinolíticas poligalacturonasa y pectato liasa, en cultivos “in vitro” con la 
presencia de diferentes inductores naturales (pared celular y exocarpo) en tres estados 
diferentes de maduración (verde, pintón y maduro); propósito que llevó a determinar 
inicialmente los parámetros que influyen en la velocidad de reacción de éstas. 
Para valorar la actividad enzimática en los cultivos del ensayo propuesto, es necesario 
determinar las condiciones adecuadas de reacción como: cantidad de extracto 
enzimático crudo, tiempo de incubación, pH, concentración de cofactor (para la enzima 
pectato liasa, únicamente), temperatura y concentración de sustrato. La medición de 
estos parámetros permite realizar el estudio cinético de las enzimas, teniendo en cuenta 
que al trabajar con extractos crudos solamente se pueden calcular Vmáx y Km aparente.     
 
4.2.1 Selección de la cantidad de extracto enzimático crudo 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de selección de la cantidad de extracto 
enzimático crudo que permite obtener los mayores valores de actividad para la enzima 
poligalacturonasa, se muestran en la gráfica 4-1.  
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60 µL de extracto enzimático crudo es el volumen adecuado para realizar la 
cuantificación de la enzima, ya que según los resultados de la gráfica, este valor presenta 
la mayor absorbancia y no tiene diferencias estadísticamente significativas con los 
resultados obtenidos para 70 µL, lo que permite emplear una menor cantidad de extracto 
para los ensayos posteriores. Este volumen presenta una cantidad de proteína de 15,2 
µg, en la muestra empleada para este ensayo.   
 
Gráfica 4-1: Efecto del volumen de extracto enzimático crudo sobre la actividad de la 
enzima poligalacturonasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2 Selección tiempo de incubación 
  
Los resultados obtenidos en los ensayos de selección del tiempo de incubación 
adecuado para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa, se muestran en la gráfica 4-2. Se observa una tendencia lineal 
ascendente para los resultados obtenidos con los diferentes tiempos trabajados, el valor 
más alto se obtiene a los 120 minutos de incubación, sin embargo, al trabajar con 90 
minutos se obtiene un buen valor de absorbancia y la reacción se puede llevar a cabo en 
un menor tiempo. 
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Gráfica 4-2: Efecto del tiempo de reacción sobre la actividad de la enzima 
poligalacturonasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3 Selección del pH 
  
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección del pH adecuado para 
llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima poligalacturonasa, se 
muestran en la gráfica 4-3. En este caso el único pH que presenta diferencias 
significativas es el de 4,00; por lo tanto se puede emplear cualquier pH entre 4,50 y 7,00. 
Estos resultados indican que esta enzima podría presentar estabilidad en un amplio 
rango de pH (4,50 - 7,00). 
Gráfica 4-3: Efecto del pH sobre la actividad de la enzima poligalacturonasa secretada 
por el hongo Colletotrichum acutatum. 
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De acuerdo con la bibliografía consultada el pH de 5,0 ha sido encontrado como el pH 
óptimo para un importante número de poligalacturonasas purificadas y caracterizadas en 
diferentes patógenos como: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Parra, 2001), Sclerotium 
rolfsii (Schnitzhofer et. al., 2007), Aspergillus japonicus (Semenova et. al., 2003), 
Rhizopus stolonifer (Manachini et. al., 1987) y Hypocrea koningii (Fanelli et.al., 1978), 
entre otros. La mayoría de las poligalacturonasas presentan su pH óptimo en la región 
ácida, en la base de datos para enzimas Brenda, se encuentran algunos ejemplos de 
éstas: poligalacturonasa (pH 2,0) secretada por Aspergillus kawachii, poligalacturonasa 
(pH 3,5) secretada por Aspergillus giganteus, poligalacturonasa I (pH 4,0) secretada por 
Botryotinia fuckeliana, poligalacturonasa (pH 4,5) seretada por Rhizopus oryzae. Algunos 
hongos como Aspergillus giganteus o Hypocrea lixii presentan actividad para la enzima 
poligalacturonasa en un rango de pH (3-10 y 3,5-8,0), respectivamente; resultados que 
pueden ser similares a los encontrados para Colletotrichum acutatum en este trabajo. 
 
4.2.4 Selección de la temperatura 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección de la temperatura 
adecuada para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa, se muestran en la gráfica 4-4. Se observa que entre 20-60ºC la 
actividad obtenida no presenta diferencias significativas, por lo cual se puede emplear 
cualquier valor dentro de este rango, en este caso se seleccionó una temperatura de 
30°C. Estos datos muestran la posibilidad de que la enzima poligalacturonasa secretada 
por este hongo sea termoestable entre 20-60°C, rango que podría ser más amplio 
teniendo en cuenta que no se emplearon temperaturas por debajo de 20°C.  
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Gráfica 4-4: Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima poligalacturonasa 
secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
  
 
 
Dentro de la literatura consultada se encontró que Fusarium oxysporum f. sp. dianthi 
(Parra, 2001) y Aspergillus giganteus (Pedrolli et. al., 2008), secretan poligalacturonasas 
con temperatura óptima de 30°C, lo cual coincide con la temperatura seleccionada para 
el hongo Colletotrichum acutatum, en este trabajo.  
 
4.2.5 Selección de la concentración de sustrato 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección de la concentración de 
sustrato adecuada para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa, se muestran en la gráfica 4-5. Teniendo en cuenta estos resultados es 
claro que la actividad aumenta proporcionalmente con la cantidad de sustrato, hasta que 
se estabiliza cuando alcanza su velocidad máxima, comportamiento esperado para las 
enzimas que cumplen con la cinética de Michaelis-Menten. Al trabajar con una 
concentración de 0,3% de ácido poligalacturónico para la cuantificación de la enzima, se 
logra obtener un buen valor de actividad enzimática, el cual no presenta diferencias 
estadísticamente significativas con los resultados obtenidos al emplear 0,4% de ácido 
poligalacturónico. 
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Gráfica 4-5: Efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad de la enzima 
poligalacturonasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
Las condiciones seleccionadas para la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum en medios de cultivo 
“in vitro”, se encuentran reportadas en la tabla 4-2.  
 
Tabla 4-2: Parámetros seleccionados para la medida de actividad en extracto 
enzimático crudo de la enzima poligalacturonasa secretada por 
Colletotrichum acutatum. 
 
Parámetro Valor seleccionado 
Volumen de la enzima (µL) 60 
Tiempo (min) 90 
pH 5,0 
Temperatura (°C) 30 
Concentración de sustrato (%) ácido poligalacturónico 0,3 
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Al comparar los resultados obtenidos en la determinación de las condiciones adecuadas 
para la medida de actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum, con las condiciones reportadas por Parra, 2001 para Fusarium 
oxysporum f.sp. dianthi, se encontró que las únicas variaciones se dan en cantidad de 
extracto enzimático crudo y tiempo de incubación; mientras que las otras condiciones 
permanecen iguales.  
 
4.2.6 Determinación de V máx y Km aparente, para la enzima 
poligalacturonasa 
 
Para determinar los valores de Vmáx y Km aparente, de la enzima poligalacturonasa 
secretada por el hongo Colletotrichum acutatum, se emplea la representación doble 
recíproca o de Lineweaver-Burk (gráfica 4-6).  
 
Gráfica 4-6: Determinación de los parámetros cinéticos para la enzima 
poligalacturonasa secretada por Colletotrichum acutatum. 
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El valor encontrado para la Vmáx de esta enzima fue de 6,4 nkat/mg de proteína y para 
la constante de Michaelis (Km) fue 4,3 mg/mL. Al comparar este último con el valor 
reportado para la Km de la enzima poligalacturonasa secretada por Fusarium  oxysporum 
f. sp. dianthi, el cual fue de 2,19 mg/mL, se encuentra que para Colletotrichum acutatum 
es casi el doble de éste, lo que indica que se necesita una mayor cantidad de sustrato 
para que tenga lugar una catálisis significativa. El valor encontrado para la Vmáx de la 
enzima poligalacturonasa secretada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, fue de 74,07 
nkat/mg proteína, teniendo en cuenta que este valor indica el número de moléculas de 
sustrato convertidas en producto por unidad de tiempo por una molécula de enzima 
cuando ésta se encuentra totalmente saturada de sustrato, podemos afirmar que la 
enzima poligalacturonasa secretada por Colletotrichum acutatum¸ tiene menor eficiencia 
que la enzima secretada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. 
 
4.3. Selección de las condiciones adecuadas para la 
determinación de actividad de la enzima pectato 
liasa secretada por Colletotrichum acutatum en 
cultivos “in vitro”. 
 
4.3.1 Selección de la cantidad de extracto enzimático crudo 
  
Los resultados obtenidos en los ensayos de selección de la cantidad de extracto 
enzimático crudo que permite obtener valores adecuados de actividad para la enzima 
pectato liasa, se muestran en la gráfica 4-7. En este caso la absorbancia aumenta de 
manera proporcional con la cantidad de extracto enzimático crudo empleado. Al trabajar 
con un volumen de 100 µL, se logra obtener un buen valor de absorbancia empleando la 
menor cantidad de extracto posible, ya que este resultado no presenta diferencias 
estadísticamente significativas con el obtenido al emplear 150 µL de extracto enzimático 
crudo. Este volumen presenta una cantidad de proteína de 40,5 µg en la muestra 
empleada para este ensayo. 
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Gráfica 4-7: Efecto del volumen de extracto enzimático crudo sobre la actividad de la 
enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
4.3.2 Selección tiempo de incubación 
  
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección del tiempo de 
incubación adecuado, para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
pectato liasa, se muestran en la gráfica 4-8. Se observa una tendencia ascendente para 
los resultados, obteniéndose el mayor valor con 120 minutos de incubación; sin embargo, 
al trabajar con un tiempo de 60 minutos, se obtiene un buen valor de absorbancia, 
permitiendo llevar a cabo la reacción en un menor tiempo. 
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Gráfica 4-8: Efecto del tiempo sobre la actividad de la enzima pectato liasa secretada 
por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.3 Selección del pH 
  
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección del pH adecuado para 
llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima pectato liasa, se muestran en 
la gráfica 4-9. En este caso el pH en el cual esta enzima presenta la mayor actividad es 
8.50. Al comparar estos resultados con los obtenidos para la enzima poligalacturonasa, 
encontramos que esta enzima es más sensible al cambio de pH, ya que solamente 
presenta valores altos de actividad a pH 8,50 y 9,00, con diferencias estadísticamente 
significativas; mientras que poligalacturonasa presenta un rango de actividad entre pH 
4,50 y 7,00.   
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Gráfica 4-9: Efecto del pH sobre la actividad de la enzima pectato liasa secretada por el 
hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
De acuerdo con la bibliografía consultada el valor de pH 8,5 ha sido encontrado como el 
pH óptimo, para un importante número de pectato liasas purificadas y caracterizadas en 
diferentes patógenos fúngicos como: Fusarium oxysporum f. sp dianthi (Parra, 2001) y 
Gibberella moniliformis (Payasi et. al., 2009) y bacterianos como: Erwinia chrysanthemi 
(Tardy et. al., 1997), Streptomyces coelicolor (Xiao et. al, 2008), Bacillus pumilus y 
Bacillus licheniformis (Payasi et. al., 2009), entre otros.     
 
La mayoría de las pectato liasas presentan su pH óptimo en la región básica, en la base 
de datos para enzimas Brenda, se encuentran algunos ejemplos de éstas. Es el caso de 
las isoenzimas pel E (pH 8.0), pel A (pH 8,5), pel D (pH 8.8), pel C (pH 9.2), pel B (pH 
9.3) secretadas por la bacteria Erwinia chrysanthemi, la pectato liasa (pH 9,4) secretada 
por el hongo Fusarium solani y la enzima secretada por el hongo Colletotrichum 
gloeosporioides que tiene un pH óptimo de 8,9 valor muy cercano al encontrado para 
Colletotrichum acutatum. Sin embargo también se encuentran pectato liasas que 
presentan valores óptimos de pH en la región ácida, como es el caso de pel I (pH 4,2), 
pel II (pH 4,6) y pel III (pH 6,0), secretadas por el hongo Aspergillus Níger MIUG16.  
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4.3.4. Selección de la concentración de cofactor 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección de la concentración de 
cofactor adecuada para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
pectato liasa, se muestran en la gráfica 4-10. Al trabajar con una concentración de CaCl2 
0,5 mM se obtiene el valor más alto de actividad enzimática, el cual presenta diferencias 
estadísticamente significativas con los valores obtenidos con 0,4 y 0,6 mM.   
 
Gráfica 4-10: Efecto de la concentración de Ca2+ para medida de actividad de la enzima 
pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
Esta concentración de cofactor seleccionada para la determinación de la actividad de la 
enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum, coincide con la que 
necesita la enzima pectato liasa del hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.  
En la base de datos para enzimas Brenda, encontramos que hay pectato liasas que 
requieren el Ca2+ como cofactor para poder tener actividad enzimática como es el caso 
de Colletotrichum gloeosporioides. En el caso de Colletotrichum acutatum, se observa 
que esta enzima podría tener el mismo comportamiento ya que cuando se trabaja con 
concentraciones diferentes a 0,5 mM CaCl2, los valores de actividad enzimática 
disminuyen presentando diferencias estadísticamente significativas. 
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4.3.5 Selección de la temperatura 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección de la temperatura de 
incubación adecuada para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
pectato liasa, se muestran en la gráfica 4-11. Entre 37-60 ºC los valores de actividad no 
presentan diferencias estadísticamente significativas; estos datos muestran la posibilidad 
de que la enzima pectato liasa secretada por este hongo sea termo estable en este rango 
de temperatura. Por lo tanto se puede emplear cualquiera de estas temperaturas para 
realizar las medidas de actividad, por lo cual se decide seleccionar una temperatura de 
45°C.   
 
Gráfica 4-11: Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima pectato liasa 
secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
Dentro de la literatura consultada se encuentra que pectato liasas secretadas por 
Xanthomonas campestris y Bacillus alcalophilus presentan una temperatura óptima de   
45 °C (Nasser et. al., 1990; Nasuno and Starr, 1967), lo cual coincide con la temperatura 
seleccionada para el hongo Colletotrichum acutatum, en este trabajo. 
En la base de datos para enzimas Brenda, encontramos que hay pectato liasas que 
tienen temperatura óptima de 25 ºC como es el caso de Xanthomonas campestris y otras 
de 80 ºC, como la pectato liasa B de Thermoanaerobacter italicus; sin embargo, son 
pocos los reportes de microorganismos que secreten enzimas que sean activas en estas 
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temperaturas extremas. Se encuentran muchos más reportes para pectato liasas activas 
a temperaturas entre 30-60ºC como Bacillus sp., 30-65°C como Pectobacterium 
carotovorum, 30-70°C como Emericella nidulans; en nuestro caso la enzima secretada 
por Colletotrichum acutatum, presenta actividad en el rango de 37-60 ºC, ya que los 
datos obtenidos no presentan diferencias estadísticamente significativas.   
 
4.3.6 Selección de la concentración de sustrato 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos realizados de selección de la concentración de 
sustrato adecuada para llevar a cabo la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa, se muestran en la gráfica 4-12. Se encuentra que la actividad aumenta 
proporcionalmente con la cantidad de sustrato, hasta que alcanza su velocidad máxima, 
comportamiento esperado para las enzimas que cumplen con la cinética de Michaelis-
Menten. La concentración de ácido poligalacturónico seleccionada es de 0,3% ya que se 
obtienen buenos valores de actividad enzimática. 
 
Gráfica 4-12: Efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad de la enzima 
pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum. 
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Las condiciones seleccionadas para la determinación de la actividad de la enzima 
pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum en medios de cultivo “ in 
vitro”, se encuentran reportadas en la tabla 4-3.  
Tabla 4-3: Parámetros seleccionados para la medida de actividad en extracto 
enzimático crudo de la enzima pectato liasa secretada por Colletotrichum 
acutatum. 
 
Parámetro Valor seleccionado 
Volumen de la enzima (µL) 100 
Tiempo (min) 60 
pH 8,5 
Concentración de cofactor (mM) 0,5 
Temperatura (°C) 45 
Concentración de sustrato (%) ácido poligalacturónico 0,3 
 
Al comparar los resultados obtenidos para la determinación de las condiciones 
adecuadas para la medida de actividad de la enzima pectato liasa, con las condiciones 
encontradas por Parra, 2001 para Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, se encuentran 
variaciones en la cantidad de extracto enzimático crudo, temperatura y concentración de 
sustrato, las otras condiciones permanecen iguales. Al observar las gráficas obtenidas 
para la selección las mejores condiciones para llevar a cabo la reacción de la enzima 
pectato liasa secretada por Colletotrichum acutatum, se encuentra que ésta, es sensible 
a cambios de pH y cambios de concentración de cofactor, ya que los rangos de mayor 
actividad obtenidos fueron: pH 8.5-9.0 y 0,4-0,6 mM CaCl2, respectivamente; teniendo en 
cuenta estos resultados, es claro que pectato liasa requiere condiciones más específicas 
para ser activa que poligalacturonasa. 
 
4.3.7. Determinación de Vmáx y Km aparente para la enzima 
pectato liasa 
 
Para determinar los valores de Vmáx y Km aparente de la enzima pectato liasa secretada 
por el hongo Colletotrichum acutatum, se emplea la representación doble recíproca o de 
Lineweaver-Burk (gráfica 4-13).  
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Gráfica 4-13: Determinación de los parámetros cinéticos para la enzima pectato liasa 
secretada por Colletotrichum acutatum. 
 
 
 
Los valores encontrados para la Vmáx y la Km aparente para la enzima pectato liasa 
secretada por Colletotrichum acutatum, fueron 5,9 nkat/mg proteína y 6,2 mg/mL, 
respectivamente. Al comparar este último con el valor reportado para la Km de la enzima 
pectato liasa secretada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, el cual fue de 4,12 mg/mL, 
se encuentra que para Colletotrichum acutatum es mayor a éste, lo que indica que se 
necesita una mayor cantidad de sustrato para que tenga lugar una catálisis significativa. 
El valor encontrado para la Vmáx de la enzima pectato liasa secretada por Fusarium 
oxysporum f. sp. dianthi, fue de 35,21 nkat/mg proteína; teniendo en cuenta que este 
valor indica el número de moléculas de sustrato convertidas en producto por unidad de 
tiempo por una molécula de enzima cuando ésta se encuentra totalmente saturada de 
sustrato, podemos afirmar que la enzima pectato liasa secretada por Colletotrichum 
acutatum¸ tiene menor eficiencia que la enzima secretada por Fusarium oxysporum f. sp. 
dianthi. 
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4.4 Determinación de la concentración del inductor 
  
De acuerdo a un ensayo previo realizado, en donde se concluye que la enzima 
poligalacturonasa presenta la mayor actividad en los días 7, 8 y 9; se decide seleccionar 
éstos para realizar un ensayo con diferentes concentraciones de inductor, en estado 
maduro. Los resultados obtenidos se observan en la gráfica 4-14. En los tres días de 
cultivo los valores más altos para actividad de la enzima poligalacturonasa se presentan 
cuando se trabaja con 0,2% de inductor natural, ya sea exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo; teniendo en cuenta estos resultados se decide trabajar con esta cantidad de 
inductor para realizar los ensayos “ in vitro” con los tres estados de maduración del fruto. 
 
Gráfica 4-14: Selección de la concentración de inductor necesaria para realizar los 
ensayos “in vitro”. 
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4.5. Perfil de la evolución del pH para los cultivos 
realizados con Colletotrichum acutatum 
 
La importancia del pH en la interacción planta-patógeno ha sido resaltada por varios 
grupos de investigación, (Prusky and Lichter, 2008; Akimitsu et. al., 2004; Fawole and 
Odunfa, 2003; Yakoby et. al., 2000), los cuales muestran que la modulación del pH del 
huésped puede inducir a la alcalinización o a la acidificación del tejido, por aumento de la 
concentración de amonio o secreción de ácidos orgánicos, respectivamente. Estos 
cambios activan la transcripción y secreción de enzimas fúngicas que promueven la 
maceración del tejido del huésped. Por la importancia que podría tener éste en la 
secreción de las enzimas pectinolíticas, se resuelve medir el pH de todos los extractos 
enzimáticos obtenidos de los cultivos “ in vitro”, con el fin de evaluar si en este modelo y 
bajo las condiciones del ensayo, se presenta alguna relación con la secreción enzimática 
(gráficas 4-15, 4-16 y 4-17). 
 
4.5.1 Resultados para las medidas de pH de los extractos 
enzimáticos crudos correspondientes a los ensayos 
realizados con exocarpo o pared celular del fruto en los 
estados maduro, pintón y verde. 
 
En el ensayo realizado con inductores naturales en estado maduro (gráfica 4-15), 
únicamente se encuentran diferencias estadísticamente significativas entre los tres 
cultivos realizados (control, pared celular y exocarpo), en los días 0 y 2 de cultivo y entre 
el pH obtenido para los cultivos con adición de exocarpo y los cultivos control o con pared 
celular en el día 11. 
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Gráfica 4-15: Medidas de pH en los cultivos “in vitro” de Colletotrichum acutatum 
realizados con adición de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en 
estado maduro. 
 
 
 
Para los ensayos realizados con pared celular y exocarpo del fruto de lulo en estado 
pintón (gráfica 4-16), sólo se observan diferencias estadísticamente significativas entre 
éstos y los cultivos control, durante los días 9 y 10.  
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Gráfica 4-16: Medidas de pH en los cultivos “in vitro” de Colletotrichum acutatum 
realizados con adición de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en 
estado pintón. 
 
 
 
En el ensayo realizado con pared celular o exocarpo del fruto de lulo en estado verde  
(gráfica 4-17), se encuentra que, hasta el día 8, los resultados presentan diferencias 
estadísticamente significativas, pero a partir de este día la tendencia a la alcalinización 
del medio fue semejante a la que presentan los cultivos inducidos con otros estados de 
madurez. Sin embargo, los cambios de pH no se pueden atribuir a la adición del inductor 
natural debido a la alta desviación que presentan los resultados.  
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Gráfica 4-17: Medidas de pH en los cultivos “in vitro” de Colletotrichum acutatum 
realizados con adición de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en 
estado verde. 
 
 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo para las medidas de pH en los extractos 
enzimáticos crudos a partir de los cultivos “ in vitro”, muestran que a medida que trascurre 
el tiempo del ensayo, se presenta un aumento en el pH, es decir, este hongo va 
alcalinizando el medio de cultivo (gráficas 4-15, 4-16 y 4-17), resultados concordantes 
con los obtenidos por Prusky et. al., 2001. Además, nuestros resultados muestran que no 
se encuentran diferencias estadísticamente significativas entre los resultados obtenidos 
para los controles, comparados con los resultados obtenidos con pared celular o 
exocarpo del fruto de lulo en algún estado de maduración, lo cual podría indicar que la 
alcalinización del medio la realiza el hongo como un proceso natural que no es afectado 
por la presencia de inductores, esto teniendo en cuenta las condiciones empleadas para 
realizar estos ensayos. 
La literatura reporta la influencia del pH del medio de cultivo en la secreción de las 
enzimas por los patógenos, estos efectos también han sido observados en los tejidos de 
las plantas en ensayos realizados “ in vivo”, resultados que son indicativo de que el 
patógeno modula el pH del hospedero como herramienta para lograr la penetración e 
invasión de los tejidos celulares (Prusky and Yakoby, 2003). 
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En el caso de Colletotrichum spp, la secreción de amonio al medio con el consecuente 
incremento en el pH, ha sido sugerido como factor de virulencia, (Drori et. al. 2003; 
Prusky et. al. 2001; Yakoby et. al. 2000). Para Colletotrichum gloeosporioides (Penz) se 
ha demostrado una relación directa entre este fenómeno y la activación de las enzimas 
relacionadas con la degradación de pectinas (Yakoby et. al. 2000). Resultados similares 
fueron encontrados por (Prusky et. al. 2001) durante el crecimiento de Colletotrichum 
gloeosporioides (Penz), Colletotrichum acutatum y Colletotrichum coccodes, en medios 
con extracto de levadura acidificados, en los cuales, los hongos secretaron amonio 
incrementando el pH.  
En cuanto a los resultados obtenidos en este trabajo sobre la modulación del pH por 
parte del hongo Colletotrichum acutatum, se espera encontrar alguna relación entre éstos 
y la secreción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa, lo cual se discutirá 
después de presentar los resultados obtenidos para éstas. 
   
4.6. Determinación de la influencia del estado de 
madurez del fruto de lulo en la inducción de la 
enzima poligalacturonasa secretada por 
Colletotrichum acutatum empleando ensayos “in 
vitro”. 
 
4.6.1 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo en estado maduro. 
 
Los resultados obtenidos para la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa en cultivos de Colletotrichum acutatum, con adición de pared celular o 
exocarpo de frutos de lulo en estado maduro, se muestran en la gráfica 4-18. Los cultivos 
se realizaron empleando una concentración de conidias de 3,6 x 105 conidias/mL. La 
enzima poligalacturonasa presenta actividad a partir del día 2, tanto en los cultivos 
control como en los cultivos con adición de 0,2% de los inductores naturales, con poca 
diferencia de actividad entre el exocarpo y la pared celular. A medida que transcurren los 
días del ensayo se encuentra que la actividad de la enzima poligalacturonasa aumenta, 
siendo mayor para los días 7, 8 y 9, día a partir del cual disminuye, sin que se observe 
inducción de esta enzima por efecto de la adición de pared celular o exocarpo del fruto 
en este estado de maduración.  
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Gráfica 4-18: Actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o 
pared celular del fruto de lulo en estado maduro. 
 
 
 
4.6.2 Cultivos realizados con pectina comercial.  
 
Estudios realizados en otros modelos muestran que enzimas pectinolíticas como 
poligalacturonasa y pectato liasa no son inducidas en los patógenos cuando entran en 
contacto con pared celular o exocarpo del hospedero, pero sí en presencia de inductores 
comerciales como: pectina o ácido poligalacturonico (Gómez y Martínez, 2005); por lo 
cual, se decidió realizar un nuevo ensayo empleando medios de cultivo con adición de 
pectina de manzana® al 0,2% y una concentración de conidias de 3,4 x 105 conidias/mL, 
los resultados obtenidos se pueden observar en la gráfica 4-19. La enzima 
poligalacturonasa presenta actividad a partir del día 2, tanto en los cultivos control como 
en los cultivos con adición de inductor artificial. A medida que transcurren los días del 
ensayo la actividad de esta enzima aumenta, siendo mayor para los días 9,10 y 11; sin 
embargo, no se presenta inducción por efecto de la presencia de pectina comercial. 
Estos resultados son similares a los encontrados en los ensayos realizados con adición 
de pared celular o exocarpo del fruto en estado maduro (inductores naturales).  
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Gráfica 4-19: Actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de pectina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cuanto a la actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por los patógenos, se 
encuentran muchos reportes de literatura que muestran la influencia de la adición de 
inductores naturales (pared celular) o artificiales (ácido poligalacturónico o pectina) a 
medios de cultivo “ in vitro”. En el caso de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, se encontró 
inducción de esta enzima en presencia de pectina o ácido poligalacturónico a partir del 
quinto día, presentando el máximo en el séptimo día; para los ensayos realizados con 
adición de pared celular o macerado de raíz (variedades de clavel, resistente y 
susceptible), se encontró una inducción muy baja durante los diez días en los que fue 
realizado el ensayo (Gómez y Martínez, 2005). Di Pietro y Roncero, 1996; encontraron 
activación de la enzima poligalacturonasa a los 14 días posinoculación con ensayos 
realizados “in vitro” en presencia de ácido poligalacturónico; una expresión tardía que 
hace pensar en la no participación de esta enzima en el proceso de penetración pero sí 
en el proceso de invasión. En Aspergillus nidulans la actividad aparece al primer día y 
presenta un máximo al segundo día, en presencia de ácido poligalacturónico como 
inductor (Dean and Timberlake, 1989).  En Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, esta 
enzima se induce en presencia de pared celular y pectina a las 24 horas (Jones et. al., 
1972).   
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Para Colletotrichum acutatum, se encuentra que la secreción de la enzima 
poligalacturonasa en medios de cultivo “ in vitro” presenta la misma tendencia, tanto en 
los cultivos control, como en los cultivos con adición de inductor natural (exocarpo o 
pared celular de fruto de lulo en estado maduro) o inductor artificial (pectina de 
manzana), bajo las condiciones empleadas para el ensayo. Estos resultados muestran 
que la enzima no se induce, pero si se secreta desde tiempos tempranos, lo cual llama la 
atención acerca del papel que ésta puede desempeñar en la estrategia que emplea el 
hongo para colonizar, penetrar e invadir al hospedero, indicando que esta enzima se 
comporta como constitutiva en este patógeno. 
 
4.6.3 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo en estado pintón. 
 
En este caso los cultivos fueron realizados empleando una concentración de conidias de 
4,8 x 105 conidias/mL y 0,2% de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en estado 
pintón, los resultados obtenidos se encuentran en la gráfica 4-20. En estos ensayos se 
encuentra actividad para esta enzima a partir del día 4 en los controles y desde el día el 6 
con los dos inductores. Los días 6, 7 y 8 presentan los valores más altos de actividad 
enzimática.  
 
Tanto la pared celular como el exocarpo del fruto en este estado de maduración, generan 
inducción de la enzima poligalacturonasa, la cual se observa durante los días 8-11, esto 
se concluye teniendo en cuenta el análisis estadístico donde se encuentran diferencias 
significativas con los controles. Al comparar la respuesta generada por los dos 
inductores, se observa mayor inducción con exocarpo que con pared celular, ya que 
estos resultados presentan diferencias estadísticamente significativas. 
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Gráfica 4-20: Actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o 
pared celular del fruto de lulo en estado pintón. 
 
 
 
4.6.4 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo en estado verde. 
 
Los cultivos fueron realizados empleando una concentración de conidias de 2,9 x 105 
conidias/mL y 0,2 % de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en estado verde, los 
resultados obtenidos se observan en la gráfica 4-21. Se encuentra actividad para la 
enzima poligalacturonasa a partir del día 4, tanto para los controles como para los 
ensayos realizados con los dos inductores. Los días 6, 7 y 8 son los que presentan los 
valores más altos de actividad enzimática. Además, a diferencia de los resultados 
obtenidos con frutos en estado maduro donde no se observó inducción de la enzima 
poligalacturonasa y a los resultados obtenidos con exocarpo y pared celular de frutos en 
estado pintón donde se encontró que hay inducción de esta enzima; en los cultivos 
realizados con exocarpo y pared celular de frutos en estado verde se observa menor 
actividad enzimática que la determinada para los controles, la cual en la mayoría de los 
casos no presenta diferencias estadísticamente significativas para los dos inductores, 
salvo para el día 8 donde se obtiene mayor actividad en presencia de pared celular y los 
días 6 y 7 donde se encuentra mayor actividad con exocarpo del fruto.  
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Gráfica 4-21: Actividad de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o 
pared celular del fruto de lulo en estado verde. 
 
 
 
Pueden existir diferentes factores que conducen a disminuir la actividad de las enzimas 
secretadas por el patógeno en frutos verdes, los cuales han sido estudiados en otros 
modelos de interacción, como: proteínas inhibidoras de poligalacturonasa (PGIPs) (De 
Lorenzo and Ferrari, 2002; Gregori et. al., 2008) o flavonoides como epicatequina (Prusky 
et. al., 1989), los cuales podrían inhibir el ataque fúngico durante periodos específicos del 
desarrollo de los frutos.  
Las PGIPs, son importantes en la respuesta de defensa de las plantas, ya que son 
inducidas en tiempos tempranos de la infección, retardando la función de las 
poligalacturonasas, previniendo la degradación de la pared celular y limitando el 
crecimiento fúngico y la colonización (De Lorenzo and Ferrari, 2002). Estas proteínas han 
sido detectadas en una amplia variedad de frutos como tomate (Stotz et. al., 1994), 
manzana (Gregori et. al., 2008), pera (Sharrock y Labavitch, 1994), guayaba (Aishwarya 
and Shastri, 2003). En frambuesa, el nivel de estas proteína es máximo en frutos 
inmaduros, los cuales son más resistentes que los frutos maduros al ataque fúngico 
(Johnston et. al., 1993). La actividad inhibitoria de PGIPs parece estar restringida a 
endopoligalacturonasas de hongos (D’Ovidio et. al., 2004). También se encuentran 
diferencias en la actividad relativa de inhibición hacia poligalacturonasas purificadas de 
diferentes hongos (Albersheim and Anderson, 1971; Favaron et. al., 1994; De Lorenzo 
and Ferrari, 2002) y diferentes isoenzimas de un mismo hongo (Yao et. al., 1995).  
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El flavonoide epicatequina ha sido encontrado en cáscara de frutos de aguacate, 
presentando inhibición de la enzima poligalacturonasa secretada por el hongo 
Colletotrichum gloeosporioides. Los ensayos realizados muestran que la adición de 80, 
60 y 20 µg/mL de epicatequina® (Aldrich) a una mezcla de reacción que contiene endo-
poligalacturonasa purificada del hongo, inhibe la actividad de esta enzima en 43, 23 y 
6,5%, respectivamente; presentando una contaste de inhibición de 0,29 mM. Este 
flavonoide se encuentra en mayor concentración en frutos inmaduros presentando 
valores entre 430-1970 µg/g peso fresco, los cuales disminuyen notablemente con la 
maduración de los frutos, llegando hasta 6-25 µg/g peso fresco. Estos resultados indican 
la posibilidad de que la epicatequina podría regular la actividad de la endo-
poligalacturonasa fúngica en frutos de aguacate infectados (Prusky et. al., 1989).  
Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos para la enzima poligalacturonasa, es 
claro que existe influencia del estado de madurez en la inducción de ésta, ya que 
únicamente se induce por efecto de adición a los medios de cultivo de pared celular o 
exocarpo del fruto en estado pintón; mientras, que en el estado verde se presenta 
inhibición en la mayoría de los días en los cuales se realizó el ensayo. La literatura 
consultada no reporta estudios para otros modelos hospedero-patógeno que involucren 
la relación entre varios estados de madurez en los frutos y la secreción enzimática, razón 
por la que no es posible comparar los resultados obtenidos en este trabajo.  
Como se anotó la enzima se comporta de manera constitutiva en los ensayos realizados 
con los tres estados de maduración, hecho que podría estar relacionado con su papel en 
patogenicidad. Yakoby et. al., 2000 plantearon que niveles basales de poligalacturonasa 
secretados por Colletotrichum gloeosporioides podrían digerir el pericarpio de aguacate, 
interrumpir la compartimentalización celular y exponer la hifa de desarrollo al ambiente de 
pH bajo de la vacuola.  
Las poligalacturonasas son consideradas importantes en la patogenicidad y virulencia de 
muchos hongos (Cervone et. al., 1986), pero mucha de la evidencia es contradictoria y 
controversial (Howell, 1976; Howell, 1975). Endo y exo poligalacturonasas han sido 
propuestas como cruciales en la patogenicidad de los hongos por depolimerización del 
homogalacturonano, el mayor componente de la pared celular (Walton, 1994), siendo las 
primeras enzimas en ser secretadas por los patógenos cuando se encuentran con esta 
barrera física. Su contribución a la patogenicidad de algunos hongos y bacterias ha sido 
demostrada empleando herramientas genéticas (Juge, 2006), la deleción del gen 
Bcpoligalacturonasa2 que codifica para una isoforma en Botrytis cinerea generó la 
reducción de la virulencia del hongo en tomates y frijoles (Kars et.al., 2005). En Fusarium 
oxysporum se ha sugerido la posible participación de una endopoligalacturonasa en 
marchitez vascular y en Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se ha reportado la 
producción de una serie de enzimas pectonilíticas durante su crecimiento sobre 
substratos de pectina, siendo poligalacturonasa la primera enzima secretada (Jones et. 
al., 1972; Roncero et. al., 2000). También se ha encontrado que ésta puede facilitar el 
desarrollo biotrófico sin maceración excesiva del tejido infectado en la interacción 
Claviceps purpurea-Zea mays (Sherwood, 1966).  
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4.7 Determinación de la influencia del estado de 
madurez del fruto de lulo en la inducción de la 
enzima pectato liasa secretada por Colletotrichum 
acutatum empleando ensayos “in vitro”. 
 
La determinación de la actividad de la enzima pectato liasa en los mismos extractos en 
los que se determinó la actividad de la enzima poligalacturonasa, presentó problemas 
como: no detección de actividad, no duplicación de los resultados y pérdida de actividad 
a medida que trascurría el tiempo de almacenamiento; resultados similares se obtuvieron 
en el ensayo realizado con pectina, razón por la cual no se muestran en este documento. 
Teniendo en cuenta esto, se decidió llevar a cabo un nuevo ensayo con cultivos “ in vitro” 
simultáneos, donde se adicionaron pared celular y exocarpo en los tres estados de 
maduración. Los cultivos fueron realizados empleando una concentración de conidias de 
3,0 x 105 conidias/mL. La determinación de la actividad de la enzima pectato liasa fue 
realizada inmediatamente se separaba el micelio del hongo del extracto enzimático crudo 
y además se empleaban reactivos preparados el mismo día de las medidas.  
 
4.7.1 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo en estado maduro. 
 
Los resultados obtenidos en la determinación de la actividad de la enzima pectato liasa 
en cultivos de Colletotrichum acutatum, con adición de pared celular o exocarpo del fruto 
de lulo en estado maduro, se muestran en la gráfica 4-22. Los controles únicamente 
presentan baja actividad al final del ensayo, durante los días 10-13.  
Los ensayos realizados con exocarpo del fruto muestran que la enzima pectato liasa se 
induce a partir del día 6, presentando el mayor valor de actividad en el día 9, a partir de 
este día la inducción empieza a disminuir hasta que en el día 13, no presenta diferencias 
estadísticamente significativas con el control. Para los ensayos realizados con pared 
celular, se encuentra que la enzima se induce desde el día 7 hasta el 13.  
Estos resultados muestran que los valores de inducción para la enzima pectato liasa 
obtenidos con exocarpo del fruto son hasta 4 veces más altos que los obtenidos con 
pared celular, en el día 9. La inducción generada por el exocarpo para esta enzima, 
únicamente se presenta entre los días 6-12; mientras que la pared celular induce la 
secreción de pectato liasa desde el día 7 hasta el 13, presentando los valores más altos 
de actividad al final del ensayo.  
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 Gráfica 4-22: Actividad de la enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum 
acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o pared celular 
del fruto de lulo en estado maduro. 
 
 
 
4.7.2 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
de lulo en estado pintón. 
 
Los resultados obtenidos para la determinación de la actividad de la enzima pectato liasa 
en cultivos de Colletotrichum acutatum, con adición de pared celular o exocarpo de frutos 
de lulo en estado pintón, se muestran en la gráfica 4-23. Los controles únicamente 
presentan baja actividad al final del ensayo, durante los días 10-13.  
Los ensayos realizados con exocarpo del fruto muestran que la enzima pectato liasa 
presenta una notable inducción desde el día 8 hasta el día 13, presentando los valores 
más altos durante los días 8-10, tiempo a partir del cual su inducción se ve disminuida. 
Para los ensayos realizados con pared celular del fruto se encuentra que la enzima 
pectato liasa únicamente se induce durante los días 8-10, en niveles bajos comparados 
con los obtenidos con adición de exocarpo. 
Los resultados muestran que la inducción enzimática obtenida durante los días 8-10 con 
exocarpo del fruto en estado pintón, presenta valores hasta 4 veces más altos que los 
obtenidos con exocarpo del fruto en estado maduro o verde, a partir del día 11, la 
actividad de esta enzima se ve disminuida de 2-4 veces. El exocarpo del fruto en estado 
pintón es el que genera los valores más altos de actividad y de inducción enzimática, de 
todos los ensayos efectuados, incluidos los realizados para la enzima poligalacturonasa. 
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Durante los días en los cuales se induce la enzima con pared celular del fruto, se 
presentan niveles de actividad hasta 20 veces menores a los obtenidos con exocarpo del 
fruto en este estado de maduración.  
Al comparar los resultados obtenidos para la enzima pectato liasa con exocarpo o pared 
celular del fruto en este estado de maduración, con los resultados obtenidos para la 
enzima poligalacturonasa bajo las mismas condiciones, se encuentra que las dos 
enzimas pectinolíticas son inducidas por la presencia de estos dos inductores. Sin 
embargo, se obtienen valores más altos de inducción enzimática en los extractos 
provenientes de cultivos con adición de exocarpo del fruto, lo cual es mucho más 
evidente para la enzima pectato liasa que para la enzima poligalacturonasa.   
Gráfica 4-23:  Actividad de la enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum 
acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o pared celular 
del fruto de lulo en estado pintón. 
 
 
4.7.3 Cultivos realizados con exocarpo o pared celular del fruto 
en estado verde. 
 
Los resultados obtenidos para la determinación de la actividad de la enzima pectato liasa 
en cultivos de Colletotrichum acutatum, con adición de pared celular o exocarpo de frutos 
de lulo en estado verde, se muestran en la gráfica 4-24. Los controles únicamente 
presentan baja actividad al final del ensayo, durante los días 10-13.  
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Los ensayos realizados con exocarpo del fruto muestran que la enzima pectato liasa se 
induce a partir del día 4, presentando el mayor valor de actividad en el día 10, a partir de 
este día la inducción empieza a disminuir hasta el día 13. Para los ensayos realizados 
con pared celular solamente se encuentra actividad en el día 13, a bajos niveles.  
 
Estos resultados indican que los valores de actividad obtenidos en el día 10, son los más 
altos para este ensayo y al compararlos con los resultados obtenidos con el estado de 
mayor inducción, pintón, se encuentra que son hasta tres veces menores. La actividad 
encontrada por los ensayos realizados con pared celular del fruto en estado verde es 
aproximadamente 3 veces menor que la presentada por los controles y 6 veces menor 
que la generada por el exocarpo. Esto indica claramente, que dentro de los ensayos 
realizados para esta enzima, al emplear pared celular del fruto de lulo en estado verde, 
se inhibe su inducción, hasta el punto de presentarse una secreción mínima solamente 
en el día 13.  
 
Gráfica 4-24: Actividad de la enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum 
acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o pared celular 
del fruto de lulo en estado verde. 
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El tener un mismo control para todos los ensayos realizados en la determinación de la 
actividad de la enzima pectato liasa, permite comparar los resultados obtenidos con los 
tres estados de maduración mediante una sola gráfica. En la gráfica 4-25, que muestra el 
resumen de estos resultados, se aprecia claramente la inducción de la actividad 
enzimática para pectato liasa con los diferentes inductores naturales empleados. Con el 
exocarpo del fruto de lulo en todos los estados de maduración se presentan los valores 
más altos para la inducción de esta enzima, siendo notablemente mayores con el estado 
pintón. Los resultados obtenidos con la pared celular del fruto de lulo en todos los 
estados de maduración, muestran menores niveles de inducción que el exocarpo, hasta 
el punto de no presentarse, por efecto de la adición de pared celular en estado verde.  
Para la enzima poligalacturonasa no se realiza esta recopilación, ya que se tienen 3 
controles uno por cada estado de maduración trabajado y las diferencias en actividades 
enzimáticas no son tan drásticas como en el caso de pectato liasa.  
 
Gráfica 4-25: Actividad de la enzima pectato liasa secretada por el hongo Colletotrichum 
acutatum en cultivos “in vitro”, en presencia de exocarpo o pared celular 
del fruto de lulo en los tres estados de maduración. 
  
 
 
Los ensayos realizados con exocarpo del fruto, muestran que los menores valores de 
actividad para la enzima pectato liasa son obtenidos con este inductor en estado verde,  
presentando valores similares a los obtenidos con el estado maduro. El estado pintón es 
el que presenta la mayor inducción de todos los ensayos realizados.  
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Otros modelos también presentan inhibición de la enzima pectato liasa y sus estudios 
están más avanzados en la caracterización de los inhibidores presentes en los 
hospederos.  
En frutos de aguacate se ha encontrado que la resistencia de frutos inmaduros a 
Colletotrichum gloeosporioides depende de la presencia de concentraciones significativas 
de compuestos antifúngicos (Prusky, 1996; Prusky and Keen, 1993; Prusky et. al., 1988). 
Uno de ellos es el denominado cis, cis-1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-heneicosa-12,15-dieno 
que puede ser degradado por acción de la enzima lipoxigenasa (Prusky et. al., 1990). 
Este compuesto esta presente en cáscara de frutos inmaduros en concentraciones 
fungitóxicas y disminuye a nivel no fungitóxico durante la maduración de los frutos. Se ha 
sugerido que este compuesto es el responsable de la latencia de la infección de 
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de aguacate.  
En el mismo modelo, un inhibidor natural de la lipoxigenasa fue aislado de la cáscara de 
frutos de aguacate inmaduros e identificado como epicatequina (un flavan-3-ol), 
presentando una KI=0,64µM, para esta enzima. La epicatequina además de inhibir la 
lipoxigenasa, es capaz de inhibir endopoligalacturonasa (KI=0,29mM) (Prusky et. al., 
1989) y pectato liasa (KI= 3,4 mM) (Wattad et. al., 1994), enzimas producidas por este 
patógeno. En este estudio se encontró que la epicatequina es un inhibidor más eficiente 
para pectato liasa (KI= 3,4 mM), siendo además el primer inhibidor para esta enzima 
encontrado en plantas. Sin embargo, ensayos realizados con el patógeno Erwinia sp. 
mostraron que la epicatequina no inhibe pectato liasas provenientes de este patógeno, 
de manera tan eficiente, como lo hace con Colletotrichum gloeosporioides. Teniendo en 
cuenta que la concentración de epicatequina en los frutos es mayor a la encontrada 
como concentración óptima inhibitoria en los ensayos “ in vitro”, se cree que ésta puede 
estar envuelta en la resistencia de frutos inmaduros al ataque de Colletotrichum 
gloeosporioides, por inhibición de las enzimas lipoxigenasa, endopoligalacturonasa y 
pectato liasa secretadas por el mismo.  
La regulación de pelB, es única en cuanto a la unión de diferentes factores implicados en 
la activación de la transcripción de este gen, como: pH alcalino, glucosa y fuente de 
nitrógeno. La participación de muchos factores diferentes en la regulación y secreción de 
pectato liasa es indicativo del amplio rango de herramientas usadas por el hongo para 
ejercer su patogenicidad en el fruto (Drori et. al., 2003).  
Las pectato liasas han mostrado ser factores de virulencia primarios en patógenos 
bacterianos de plantas (Barras, 1994). En hongos, una constante evidencia sugiere que 
estas enzimas juegan un papel en patogenicidad. Colletotrichum gloeosporioides un 
patógeno de aguacate, produce esta enzima durante la colonización del tejido infectado y 
la importancia de su secreción ha sido encontrada en varios estudios: i) la disminución de 
los síntomas, producida por un mutante de C. magna (Path-1) con secreción limitada de 
pectato liasa (Wattad et. al., 1995); ii) inhibición del desarrollo de la enfermedad por la co-
inoculación del patógeno con anticuerpos para pectato liasa (Wattad et. al., 1997), iii) la 
inhibición de la actividad de las enzimas pectinolíticas por el flavonoide del hospedero 
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epicatequina, el cual esta correlacionado con la inhibición del desarrollo de los síntomas 
(Wattad et. al., 1994),  iv) una pérdida  del desarrollo de la enfermedad bajo condiciones 
que no son favorables para la secreción de pectato liasa (Yakoby et. al., 2000) y v) el uso 
de mutantes del gel pelB que muestran reducción del crecimiento del hongo en cultivos 
“in vitro” y reducción del diámetro de putrefacción sobre frutos de aguacate en ensayos 
“in vivo” (Reignault et. al., 2008). Estos resultados sugieren que la deficiencia de esta 
enzima es un factor limitante durante los estados tempranos de la patogénesis de este 
hongo (Wattad et. al., 1997; Yakoby et. al., 2000).  
La importancia de la enzima pectato liasa en la interacción Colletotrichum acutatum-
Solanum quitoense es evidente, ya que los resultados muestran que es inducida por el 
exocarpo del fruto en los tres estados de maduración y por la pared celular en los 
estados pintón y maduro, hecho que no se presenta con la enzima poligalacturonasa.  
 
 Efecto del estado de maduración del exocarpo o pared celular del fruto en la 
secreción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa. 
 
Los resultados muestran diferencias en la secreción o inducción de las enzimas por 
efecto del estado de maduración de los inductores naturales. Los ensayos realizados con 
exocarpo o pared celular del fruto en el estado pintón, son los únicos que presentan 
inducción de la enzima pectato liasa y poligalacturonasa; una inhibición enzimática se 
presenta por la adición de estos inductores naturales en estado verde y valores 
estadísticamente iguales a los controles son obtenidos en los ensayos realizados para la 
enzima poligalacturonasa con inductores naturales en estado maduro. 
Cerón (2005), realizó un ensayo inoculando 10 frutos de lulo por cada estado de 
maduración con el patógeno Colletotrichum acutatum, los resultados obtenidos muestran 
que después de 15 días de ensayo, 8 de los 10 frutos en estado pintón presentan 
síntomas característicos de antracnosis; 5 de los 10 frutos en estado maduro presentan 
la sintomatología de la enfermedad; mientras que ninguno de los 10 frutos en estado 
verde presentó características relacionadas con el desarrollo de la antracnosis. Estos 
resultados coinciden con el perfil de secreción de las enzimas poligalacturonasa y 
pectato liasa, encontrados en este estudio, sugiriendo la participación de éstas en el 
proceso de infección. El análisis anterior conduce a resaltar la importancia del estado de 
maduración pintón en la interacción Colletotrichum acutatum-Solanum quitoense Lam.  
La madurez de los frutos envuelve cambios bioquímicos como conversión de los  
polisacáridos de reserva en azúcares solubles (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004), 
para lo cual se hace necesaria la activación de las enzimas pectinolíticas del fruto, de tal 
manera que el patógeno requeriría menores niveles de secreción enzimática en este 
punto (Esquerré-Tugayé et. al., 2000). Esto podría explicar los resultados obtenidos para 
la actividad de la enzima poligalacturonasa en la interacción Colletotrichum acutatum-
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Solanum quitoense Lam, con la adición a los medios de cultivo de exocarpo o pared 
celular del fruto de lulo en estado maduro, ya que éstos no presentan diferencias 
estadísticamente significativas con los controles, es decir la enzima no se induce bajo 
estas condiciones; y con los resultados obtenidos para la enzima pectato liasa con 
exocarpo del fruto en estado maduro, donde los valores de inducción son entre 3-6 veces 
menores a los obtenidos con este inductor en estado pintón y son muy similares a los 
obtenidos con el inductor en estado verde.  
Una disminución en la actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa 
secretadas por Colletotrichum acutatum en medios de cultivo adicionados con pared 
celular o exocarpo del fruto de lulo en estado verde podría estar relacionada con la 
presencia de inhibidores de la actividad de estas enzimas, lo cual ya fue discutido 
anteriormente.   
Estos resultados muestran que el estado de madurez del fruto de lulo afecta de manera 
diferencial la secreción de las enzimas pectinolíticas poligalacturonasa y pectato liasa, 
por parte del hongo Colletotrichum acutatum, hecho que se presenta tanto con exocarpo 
como con pared celular.  
 
 Efecto del inductor empleado en los cultivos “in vitro”, sobre la secreción 
de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa. 
 
En los resultados obtenidos se evidencia claramente como el inductor puede influir en la 
secreción de las enzimas, ya que en general se obtienen valores más altos para la 
secreción de éstas con el exocarpo del fruto que con la pared celular del mismo, efecto 
que es más evidente para la enzima pectato liasa. Esto muestra como la composición de 
la primera barrera de contacto con el hospedero, influye en la secreción de las enzimas 
del patógeno para el ataque fúngico. 
Los menores valores de actividad para la enzima pectato liasa secretada por el hongo 
Colletotrichum acutatum, obtenidos en los ensayos realizados con pared celular del fruto 
de lulo, muestran como podría ser probable que el tratamiento realizado al exocarpo para 
obtener la pared celular, haya podido eliminar algunos compuestos como proteínas, 
lípidos o carbohidratos, importantes para la inducción enzimática. Esta posibilidad es 
mostrada en el trabajo realizado por Jones et. al., 1972, quienes estudiaron el efecto 
sobre la secreción de enzimas pectinolíticas, de la adición a medios de cultivo de 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, de pared celular de Lycopersicum esculentum 
obtenida empleando buffer fosfato 100 y 500 mM, pH 7.0, encontrando mayor actividad 
para la enzima poligalacturonasa por efecto de la pared celular obtenida con el segundo 
tratamiento. Además, realizaron un ensayo donde hicieron lavados con agua adicionales 
al tratamiento con buffer fosfato, encontrando que el medio de cultivo que contenía la 
pared celular preparada con buffer fosfato 100 mM más el extracto acuoso de la pared 
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celular preparada con buffer fosfato 500 mM, inducen valores más altos de actividad 
poligalacturonasa que el medio con la pared celular preparada con buffer fosfato 500 mM 
sin lavados. Análisis realizados a los extractos acuosos derivados de la pared celular 
obtenida con buffer fosfato 500mM, mostraron que se eliminaron carbohidratos como: 
ácido galacturónico, galactosa, arabinosa y ramnosa, obteniéndose una fracción rica en 
el primero mencionado. Comparando nuestros resultados con los obtenidos por Jones et. 
al., 1972, se estima que pudo presentarse la eliminación de un inductor durante el 
tratamiento realizado para la obtención de pared celular del fruto de lulo, ya que éste 
incluye lavados con buffer fosfato, SDS y agua, los cuales pudieron eliminar compuestos 
importantes para la inducción enzimática.  
Algunos estudios reportan el uso de diferentes fuentes de carbono, empleados como 
inductores de las enzimas pectinolíticas en ensayos “ in vitro” y su efecto sobre la 
secreción de las mismas por parte de los patógenos, es así que en un estudio realizado 
en la interacción Ustilago Maydis-Zea mays, usando diferentes fuentes de carbono como: 
monosacáridos, polisacáridos y tejidos de plantas, se encuentra, que los valores más 
altos para la inducción enzimática se obtienen empleando los tejidos de la planta, 
sugiriendo interacciones específicas con las diferentes fuentes de carbono empleadas 
(Cano-Canchola et. al., 2000). Además, se han reportado diferencias en la inducción de 
las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa por adición a medios de cultivo de 
inductores naturales o artificiales como: pectina, sucrosa o ácido poligalaturónico (Di 
Pietro and Roncero, 1996; Sherwood 1966). Colletotrichum gloeosporioides además de 
secretar poligalacturonasa y pectato liasa en cultivos “in vitro”, también las secreta en 
ensayos “in vivo” (Yakoby et. al., 2001; Miyara et. al., 2008). Teniendo en cuenta 
nuestros resultados es claro el efecto de las características del inductor sobre la 
secreción de las enzimas pectinolíticas, ya que se presentaron menores valores de 
inducción enzimática con pared celular que con exocarpo del fruto, en todos los ensayos 
realizados, siendo mayor para la enzima pectato liasa. Además de esto, se encuentra 
que la adición de pectina comercial, a medios de cultivo inoculados con Colletotrichum 
acutatum, no genera la inducción de la enzima poligalacturonasa, presentando resultados 
similares a los obtenidos con exocarpo o pared celular del fruto de lulo en estado 
maduro.  
Estos hechos muestran lo complejo de la interacción y la intervención de los diferentes 
factores, entre ellos la composición de la primera barrera de contacto que posee el 
hospedero para defenderse del ataque de los patógenos.  
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 Relación entre el pH del medio de cultivo y la actividad de las enzimas 
poligalacturonasa y pectato liasa.  
 
La importancia del pH en la interacción hospedero-patógeno ha sido resaltada por 
numerosos artículos científicos (Prusky and Lichter, 2008; Denison, 2000; Wubben et. al., 
2000; St. Leger et. al., 1999; Keller et. al., 1997; Maccheroni et. al., 1997; Mϋhlschlegel 
and Fonzi, 1997; Espeso et. al., 1993), donde los resultados han mostrado que un 
patógeno puede modular el pH del hospedero, induciendo la alcalinización o la 
acidificación del tejido por la producción de amonio o ácidos orgánicos, respectivamente. 
Estos cambios activan la trascripción y producción de enzimas que promueven la 
maceración de los tejidos del hospedero (Prusky and Yakoby, 2003). El pH del ambiente 
es importante para los hongos patogénicos, ya que éste determina la destreza del mismo 
para colonizar e invadir satisfactoriamente un hospedero y además ayuda en la secreción 
de los factores de patogenicidad. La habilidad que poseen los patógenos para cambiar el 
pH del ambiente es afectado por las condiciones encontradas en el hospedero y por lo 
tanto, un patógeno determinado se comportará de manera diferente hacia hospederos 
diferentes (Prusky and Yakoby, 2003).  
Las especies del genero Colletotrichum, secretan amonio de manera local dentro del 
tejido del hospedero, resultando en un incremento del pH que permite la secreción 
enzimática y el aumento de la virulencia  (Drori et. al., 2003; Prusky et. al., 2001; Yakoby 
et. al., 2000). Colletotrichum gloeosporioides en aguacate, Colletotrichum coccodes en 
tomate y Colletotrichum acutatum en manzanas, mostraron acumulación de amonio en el 
área infectada donde el pH se incrementó de 7.5 a 8.0 y la actividad pectato liasa fue 
óptima (Prusky et. al., 2001). En el modelo Colletotrichum acutatum - Solanum quitoense 
Lam, se encuentra que el hongo incrementa el pH del medio de 5.50 hasta 8.50 durante 
el período de realización del ensayo (13 días), la tendencia mostrada por los resultados 
no se ve afectada por la adición a los medios de cultivo de pared celular o exocarpo del 
fruto en cualquier estado de maduración, ni con la adición de pectina comercial; 
condición que ayuda a la secreción de la enzima pectato liasa, al igual que en otros 
modelos de interacción (Prusky and Yakoby, 2003; Yakoby et.al. 2000).   
Al realizar la comparación entre pH y actividad de la enzima poligalacturonasa, se 
encuentra que el pH del medio de cultivo en el cual se presenta la mayor actividad para 
esta enzima (pH 7.50-8.00) no coincide con el valor del pH óptimo encontrado 
experimentalmente que corresponde a pH 5.00. Este hecho puede explicarse teniendo en 
cuenta la gráfica 4-3, donde se observa que esta enzima presenta actividad constante 
entre pH 4,50-7,00; indicando que puede secretarse y ser activa en un amplio rango de 
pH. Resultados similares se han reportado para el hongo Colletotrichum gloeosporioides 
en cultivos “in vitro”, donde éste incrementa el pH del medio desde 4.3 hasta 8.4, durante 
8 días de crecimiento, presentando actividad para esta enzima a lo largo de todo el 
ensayo (Prusky et. al., 1989).  
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Los resultados obtenidos con Colletotrichum acutatum en este trabajo, muestran que la 
actividad de la enzima poligalacturonasa se vio aumentada hasta los días 8-10, cuando el 
pH del medio estaba entre pH 7.5-8.0, para luego empezar a disminuir. Este proceso 
también se reporta con el hongo Colletotrichum gloeosporioides, ya que cuando el pH 
llega a un valor de 7.8, la actividad de la enzima en el filtrado de cultivo también 
aumenta; sin embargo, el incremento adicional del pH, resulta en una disminución de la 
actividad enzimática (Prusky et. al., 1989).  
El patógeno Colletotrichum gloeosporioides secreta amonio para aumentar el pH del 
hospedero de tal manera que estas condiciones pueden ayudar a la secreción de la 
enzima pectato liasa, con el consecuente desarrollo de la antracnosis (Yakoby et. al., 
2000). En ensayos “ in vitro” realizados con este patógeno, se encuentra que pelB se 
transcribe cuando el pH es de 5.1, pero que la enzima solamente es secretada a partir de 
pH 5.8, demostrando que la enzima es sintetizada, pero que permanece en el micelio 
hasta que se tengan niveles adecuados de pH para su secreción, complementado con 
resultados que muestran que la enzima no se secreta si el medio de cultivo presenta un 
pH inferior a 5.7; estos resultados plantean que la regulación de la secreción de pectato 
liasa puede estar ligada a un mecanismo dependiente de pH (Prusky et. al., 2001). 
Las enzimas pectinolíticas secretadas por Colletotrichum acutatum en su interacción con 
frutos de lulo en diferentes estados de maduración, muestran diferentes comportamientos 
con relación al pH, se encuentra que la enzima poligalacturonasa que tiene un pH óptimo 
en la región ácida se secreta primero que pectato liasa, cuando el pH del medio aún esta 
ácido (6.00-6.50) y que su secreción se presenta hasta el último día de ensayo, donde el 
pH se encuentra entre 8.00 y 8.50; en el caso de pectato liasa, esta enzima empieza a 
ser secretada a valores más altos de pH (7.00-7.50) y permanece a lo largo de todo el 
ensayo donde el pH alcanza valores hasta de 8.50. Sin embargo, a diferencia del estudio 
realizado para Colletotricum gloeosporioides, estos resultados no permiten definir el pH al 
cual estas enzimas empiezan a ser secretadas y si esta secreción puede estar ligada a 
un mecanismo de regulación dependiente del pH. Es así que sería importante realizar 
ensayos con Colletotrichum acutatum donde se pueda controlar el pH del medio de 
cultivo, para tener más herramientas que permitan relacionar la secreción enzimática con 
este factor. 
 
 Posible papel de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa en el modelo 
de interacción Colleotrichum acutatum-Solanum quitoense Lam 
 
Nuestros resultados muestran que en la interacción Colletotricum acutatum-Solanum 
quitoense Lam, de las dos enzimas estudiadas, la primera enzima en ser secretada es la 
poligalacturonasa, presentándose como constitutiva; mientras que pectato liasa se 
comporta claramente como una enzima inducible ya que con los controles se encuentra 
una baja actividad solamente durante los días 10-13, mientras que con la adición de 
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exocarpo o pared celular en cualquier estado de maduración se encuentra secreción 
desde los días 4-8, dependiendo del estado de maduración empleado.  
Algunos reportes indican que las poligalacturonasas son las primeras enzimas 
secretadas por los patógenos, cuando ellos se encuentran con las paredes celulares de 
las plantas (De Lorenzo and Ferrari, 2002; Jones et. al., 1972), además que son factores 
importantes de virulencia, ya que durante su crecimiento, los hongos necesitan producir 
estas enzimas para degradar el componente homogalacturonano presente en las 
paredes celulares (D´Ovidio et. al., 2004). Esto estaría muy relacionado con los 
resultados obtenidos en este trabajo, ya que poligalacturonasa se secreta a los medios 
de cultivo desde tiempos tempranos, sin depender de la presencia de inductor, ya sea 
natural o artificial. Además se encuentra que poligalacturonasa solamente es inducida 
por la presencia en el medio de cultivo de exocarpo o pared celular del fruto de lulo en 
estado pintón, es inhibida por la presencia de estos inductores en estado verde y no 
presenta mayores diferencias con los cultivos control cuando se trabaja con el estado 
maduro. Aunque estos resultados, son un primer acercamiento al papel que tiene la 
enzima poligalacturonasa en la interacción Colletotrichum acututam-Solanum quitoense 
Lam, aún faltan estudios que permitan identificar si ésta participa en los procesos de 
penetración, invasión o colonización del hospedero.  
Para el caso de la enzima pectato liasa, ésta ha mostrado jugar un papel importante en el 
modelo de interacción Colletotrichum gloesporioides-aguacate, ya que se han realizado 
ensayos “in vivo” inoculando frutos con mutantes de este patógeno, donde se ha 
interrumpido el gen pelB, encontrando una disminución entre el 36 y el 45% para el 
diámetro de la mancha necrótica causada por este patógeno (Yakoby et. al., 2001). Los 
resultados obtenidos en este trabajo para la interacción Colletotrichum acutatum-
Solanum quitoense Lam, muestran que la enzima pectato liasa parece tener un papel 
muy importante, ya que es inducida por el exocarpo del fruto en todos los estados de 
maduración y por la pared celular en estado maduro y pintón. Los resultados de este 
trabajo para la interacción Colletotrichum acutatum-Solanum quitoense Lam, muestran 
que la pared celular del fruto en estado verde no induce la secreción de la enzima 
pectato liasa, lo cual podría indicar la presencia de un inhibidor enzimático en estos 
frutos.  
Los resultados obtenidos para la actividad de las enzimas poligalacturonasa y pectato 
liasa secretadas por Colletotrichum acutatum en presencia de pared celular o exocarpo 
del fruto en diferentes estados de maduración muestran que poligalacturonasa es 
secretada primero que pectato liasa, este hecho puede estar relacionado con el 
comportamiento hemibiotrófico del hongo, el cual se mantiene quiescente, secretando 
poligalacturonasa hasta que el fruto empieza su proceso de maduración (estado pintón) 
donde se secreta pectato liasa, enzima que presenta los mayores valores de inducción, 
bajo estas condiciones y que podría complementar el efecto generado por 
poligalacturonasa en esta interacción.  
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Debido a que son escasos los trabajos que analizan la influencia de los estados de 
maduración en la secreción de enzimas, este trabajo representa un aporte para el 
modelo tratado y una referencia para interacciones fruto-patógeno, lo mismo  que la 
influencia del medio de contacto (pared celular o exocarpo) para enzimas dirigidas a 
degradar un componente de la pared celular como es la pectina.  
 
4.8 Selección de un método para la obtención de RNA 
total a partir de micelio del hongo colletotrichum 
acutatum. 
  
La obtención de ácido ribonucleico (ARN) total de alta calidad y en cantidades adecuadas 
de plantas y hongos filamentosos constituye un paso crítico en experimentos como la 
amplificación de transcriptos mediante reacción de RT-PCR y en este caso particular 
para estudios cuantitativos de transcripción en interacción hospedero patógeno. Con el 
fin de analizar los niveles transcripcionales de los genes de interés presentes en el 
micelio del hongo Colletotrichum acutatum, es necesario partir de RNA total con un alto 
grado de pureza (libre de proteínas y de DNA). Debido a las características particulares 
de los tejidos celulares en hongos filamentosos y en plantas se ha hecho difícil establecer 
un protocolo efectivo para ambas especies (Jelle et al., 2006; Logan et al., 1998), por lo 
cual se evalúan 4 métodos empleados frecuentemente para la extracción de RNA a partir 
de células con pared celular y dos variaciones de uno de ellos (numeral 3.4). La 
selección del método adecuado, se realiza teniendo en cuenta diferentes parámetros 
como: pureza del RNA (obtenido por medio de la relación A260nm/A280nm), rendimiento 
en la extracción (expresado como cantidad de RNA total obtenido por gramo de micelio) 
y por último, la integridad del RNA junto con la no presencia de DNA (utilizando 
electroforesis en gel de agarosa con formaldehído al 7%). 
 
4.8.1 Evaluación de la pureza del RNA total obtenido a partir de 
micelio del hongo Colletotrichum acutatum, empleando los 
diferentes métodos de extracción.  
 
Los resultados obtenidos para la determinación de la relación de absorbancias 260/280, 
indicativo de la pureza del RNA total extraído con los 4 diferentes métodos y las 
variaciones del método del trizol®, se muestran en la gráfica 4-26. Como se puede 
observar en esta gráfica, con los métodos que usan CTAB, SDS y Tri reagent®, se 
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obtienen relaciones de A260nm/A280nm cercanas a 2.0, valor recomendado para 
evaluar la pureza en la extracción de RNA total, indicando que el RNA obtenido no 
presenta contaminación con proteínas. Con el método de Trizol® y sus variaciones, se 
obtienen relaciones de absorbancias 260nm/280nm por debajo de 1,8, lo cual indica que 
las muestras obtenidas con este método presentan contaminación con proteínas.  
 
Gráfica 4-26: Evaluación de la pureza de RNA total obtenido a partir de micelio del 
hongo Colletotrichum acutatum, con los diferentes métodos de extracción 
empleados. 
 
 
4.8.2 Evaluación del rendimiento de RNA total obtenido a partir 
de micelio del hongo Colletotrichum acutatum, empleando 
los diferentes métodos de extracción.  
Los resultados obtenidos para la determinación del rendimiento de extracción expresado 
como la cantidad de RNA total extraído por gramo de micelio húmedo, para los métodos 
del Trizol® y sus variaciones, CTAB y SDS, se muestran en la gráfica 4-27. Como se 
puede observar en esta gráfica, el método que emplea el reactivo comercial Trizol® y sus 
variaciones, presenta valores hasta 10 veces mayores que los obtenidos con los métodos 
CTAB y SDS. Sin embargo, las muestras de RNA obtenidas con este reactivo comercial, 
presentan un pellet bastante abundante, lo cual no es normal cuando se realizan 
procesos de extracción de RNA, indicando la precipitación de otros constituyentes 
celulares.  
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Gráfica 4-27: Eficiencia del proceso de extracción de RNA obtenido a partir de micelio 
del hongo Colletotrichum acutatum, con los diferentes métodos de 
extracción empleados. 
 
 
El rendimiento para la extracción de RNA de micelio del hongo, empleando el método de 
Tri reagent®, fue de 2466 μg de RNA total extraído por gramo de micelio liofilizado. 
Aunque la comparación con los resultados obtenidos con los otros métodos de 
extracción, es difícil por la expresión de los resultados en cantidad de RNA extraído por 
gramo de micelio húmedo y micelio liofilizado, el método que emplea este reactivo 
comercial presenta valores hasta 25 veces mayores a los obtenidos al emplear el 
reactivo comercial Trizol® y sus variaciones, y hasta 250 veces mayores a los obtenidos 
empleando los reactivos CTAB y SDS. Estas diferencias tan marcadas, se dan por que, 
al realizar la extracción de RNA total, con los primeros métodos se emplea micelio del 
hongo tomado directamente del medio de cultivo, lo cual hace que la muestra presente 
alto contenido de agua generando que la cantidad de material real sea mucho menor a la 
pesada; mientras que para los ensayos con el reactivo comercial Tri reagent® se emplea 
micelio del hongo liofilizado, esto proceso retira toda la humedad presente en la muestra 
y garantiza que la cantidad pesada corresponda solamente al material de estudio.  
 
4.8.3 Integridad del RNA total obtenido a partir de micelio del 
hongo Colletotrichum acutatum, empleando los diferentes 
métodos de extracción.  
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Los resultados obtenidos para determinar la integridad del RNA obtenido por medio de 
electroforesis en geles de agarosa con formaldehido al 7%, se muestran en la figura 4-1. 
Las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28s y 18s son más 
definidas cuando se usa en la extracción el reactivo comercial Tri reagent®. Para los 
demás tratamientos, la degradación del RNA ribosomal es evidente. Este reactivo 
comercial, contiene una solución estabilizante de RNA, por lo cual presenta los mejores 
resultados en cuanto a la integridad de éste. En las electroforesis no se observa 
contaminación con DNA genómico de las muestras, sin embargo, no se descarta la 
posible contaminación con éste. Es por ello que como se detallará más adelante el 
criterio para conocer si las muestras presentan contaminación con DNA será usando la 
PCR directamente sobre el extracto de RNA obtenido o sobre el cDNA final de las 
muestras.  
Figura 4-1: Electroforesis en condiciones denaturalizantes empleando 10 µg RNA total 
obtenido de los diferentes métodos de extracción. Carriles 1, 2 RNA, 
trizol®, carriles 3, 4 RNA, trizol® primera variación, carriles 5, 6 RNA, 
trizol® segunda variación, carriles 7, 8 RNA, CTAB, carriles 9, 10 RNA, 
SDS y carriles 11, 12 RNA, tri reagent®. 
 
 
 
 
   1       2        3       4           5         6        7      8      9      10        11    12 
28 s 
18 s 
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Uno de los problemas al trabajar con plantas y hongos filamentosos es la composición de 
su pared celular, lo cual dificulta el acceso al interior de la célula para la extracción de 
todo el contenido intracelular, dicha pared se debe romper por acción mecánica, 
pulverizando el tejido con nitrógeno líquido (Rogers and Bendish, 1988). De forma 
inmediata se deben destruir las membranas celulares, de manera que, los ácidos 
nucleicos acompañados de otros compuestos (proteínas, enzimas, carbohidratos), 
queden disponibles para su posterior procesamiento (Velazco, 2005).  
Uno de los aspectos más importantes que se deben tener en cuenta cuando se realizan 
procesos que implican el aislamiento de ácidos nucleícos es evitar su degradación 
durante el proceso de extracción, el RNA es sumamente lábil y puede ser degradado por 
la acción de RNasas endogénas o exogénas, por lo cual todos los pasos vinculados al 
procedimiento de extracción deben realizarse rápidamente y las muestras deben ser 
mantenidas a bajas temperaturas para que las RNasas endógenas permanezcan 
inactivas. Esta degradación puede evitarse cuando se emplean muestras liofilizadas, ya 
que el agua presente normalmente en el micelio del hongo, hace que la trituración con 
nitrógeno líquido sea más difícil, lo cual genera que el proceso de preparación de la 
muestra que se lleva a cabo antes de emplear los diferentes métodos de extracción, sea 
dispendioso, pudiendo generar condiciones adecuadas para la acción de las RNasas, 
hecho que llevaría a obtener menores rendimientos y degradación del RNA, obtenidos 
con los métodos empleados sobre muestras no liofilizadas (Rapley, 2000).  
En cuanto a los métodos empleados para la obtención de RNA a partir de micelio del 
hongo Colletotrichum acutatum, el primero en ser empleado es el Trizol®, ya que se 
cuenta con este reactivo y es ampliamente usado para extraer RNA de muestras con 
pared celular, generalmente de plantas. Este reactivo contiene una mezcla monofásica 
de fenol e isotiocinato de guanidina, que permite mantener la integridad del RNA, 
rompiendo las membranas celulares (Chomczynski and Sacchi, 1987). Nuestros 
resultados no muestran una relación de absorbancias 260/280 adecuada, indicando que 
las muestras se encuentran contaminadas, con proteínas. Además de esto, se presenta 
la formación de un pellet bastante abundante al final del proceso, lo cual no es normal 
cuando se realiza extracción de RNA, indicando la contaminación con polisacáridos y 
proteínas. Debido a esto, se decide realizar las dos variaciones que plantea el instructivo 
del reactivo, para muestras con alto contenido de polisacáridos, proteínas, grasas, 
proteoglicanos, entre otros. La primera variación plantea la posibilidad de emplear una 
mezcla de isopropanol con una solución que contiene una mezcla de sales (Citrato de 
sodio 0,8 M y Cloruro de Sodio 1,2 M) para realizar una precipitación efectiva del RNA, 
ya que mantiene los proteoglicanos y polisacáridos solubles en la disolución. La segunda 
variación plantea realizar una centrifugación después de la adición del Trizol® y antes de 
la adición de cloroformo, para retirar las membranas que han sido lisadas con el reactivo.  
Al realizar estas variaciones se obtienen valores aún menores de relación de 
absorbancias 260/280, indicando que para estas muestras, este método no genera la 
obtención de un RNA libre de contaminantes como proteínas o polisacáridos; ya que se 
sigue encontrando un pellet, que a pesar de ser menor al obtenido con este reactivo sin 
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las variaciones, aún es bastante abundante para lo que suele obtenerse en estos 
procesos de extracción. Al analizar la integridad del RNA, se encuentra que con este 
reactivo no se logra proteger adecuadamente la muestra, ya que no se observan las 
bandas correspondientes a las sub unidades ribosomales 28s y 18s. Resultados 
similares a los generados en el proceso de extracción de RNA de Colleotrichum acutatum 
con este kit comercial, han sido encontrados por Li et. al., 2006, para el hongo Lentidula 
edades, esto lleva a buscar otras opciones que permitan extraer RNA de buena calidad, 
lo cual es esencial para el análisis de la expresión de genes.  
El segundo método seleccionado emplea el buffer de extracción para RNA (2% CTAB, 
2% polivinilpirrolidona (PVP), 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 2.0 M NaCl y 2% 
β-mercapto etanol). El Bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) es un detergente usado 
para romper las paredes celulares y solubilizar el contenido interno de las células, 
ampliamente empleado en tejidos vegetales, sin embargo, se encuentran reportes como 
el de Jin et. al., 1999, donde estas condiciones fueron empleadas para la extracción de 
RNA del hongo Colleotrichum gloeosporioides f. sp. malvae. Al emplear altas 
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) se desestabilizan rápidamente las 
membranas celulares e inactivan las RNasas propias de la célula lisada, además se 
previene la contaminación de las muestras con polisacáridos que afectan la pureza de los 
ácidos nucleicos. Los agentes quelantes como el EDTA, capturan los iones divalentes y 
no permiten que actúen como cofactores de las enzimas nucleasas. El β-mercapto etanol 
puede inactivar las nucleasas debido a la ruptura de los puentes disulfuros (Dawson et 
al., 1986).  Los polifenoles pueden ser otro factor de contaminación cuando son liberados 
durante la lisis celular disminuye la calidad y rendimiento debido a que, mediante la 
polifenoloxidasa con su actividad catecolasa, se oxidan a quinonas y se acoplan 
covalentemente con los ácidos nucleicos degradándolos o provocando que precipiten con 
ellos (Salzman et al., 1999; Loomis, 1974). La contaminación con polifenoles se hace 
evidente cuando el ácido nucleico presenta una coloración gris o parda, resultados 
obtenidos en los ensayos realizados con el reactivo comercial Trizol®, en nuestras 
muestras. Para neutralizar este efecto, se utiliza en el buffer de extracción el detergente 
PVP, que se une a los polifenoles.  
La presencia de proteínas en las muestras de RNA total obtenido al emplear el reactivo 
comercial Trizol®, es otro de los contaminantes más comunes en las extracciones de 
ácidos nucleícos, una de las vías para su eliminación es la realización de varias 
extracciones con fenol y fenol:cloroformo a un pH específico. Ambos solventes provocan 
desnaturalización en las proteínas que migran a la fase orgánica o interfase mientras que 
los ácidos nucleicos se mantienen en la fase acuosa. El cloroformo se mezcla con el 
fenol para reducir las perdidas de ARN total en la interfase y de esta forma aumenta la 
eficiencia en el proceso de extracción. El cloroformo desnaturaliza las proteínas, elimina 
los lípidos y solubiliza el fenol. Esto favorece la separación de los ácidos nucleicos que 
se mantienen en la fase acuosa. Este método también emplea cloruro de litio (LiCl), el 
cual a determinadas concentraciones es muy eficiente para precipitar el ARN total e 
ineficiente para precipitar otras moléculas como el ADN, proteínas y carbohidratos 
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(Barlow et al., 1963). Los resultados obtenidos para la extracción de RNA de 
Colletotrichum acutatum, con este procedimiento, muestran que se obtiene una buena 
relación de absorbancias 260/280 indicando eliminación de interferentes, una integridad 
del RNA satisfactoria, aunque no la más indicada y bajos niveles de rendimiento, por lo 
cual se hace necesario ensayar otro método de extracción, con el fin de obtener mejores 
resultados.  
 
El tercer método ensayado, se reporta para  la extracción de RNA del hongo Lentinula 
edades, el cual emplea como buffer de extracción (1% SDS, 400 mM de NaCl y 20 mM 
de EDTA en 10 mM Tris-HCl pH 8.0) (Li et. al., 2006). El dodecil sulfato de sodio (SDS) 
es un detergente aniónico que solubiliza proteínas y membranas celulares, evitando que 
una cantidad significativa de ácidos nucleicos quede atrapada en los desechos o restos 
celulares. Las funciones de la concentración de NaCl y del EDTA en este paso, ya fueron 
discutidas previamente. Luego de poner en contacto la muestra del micelio con el buffer 
de extracción, se adicionan 150 µL de NaCl saturado, con el fin de remover polisacáridos 
y proteínas presentes en la muestra, las cuales presentan solubilidad disminuida bajo 
estas condiciones. La presencia de una gran cantidad de carbohidratos en los tejidos de 
los hongos es un interferente para obtener RNA de alta calidad con buen rendimiento, 
esto es debido a la coprecipitación de éstos durante el aislamiento del RNA, estos 
compuestos forman complejos con los ácidos nucleícos durante la extracción de los 
tejidos y coprecipita unido durante los siguiente pasos de lavados con alcohol. Los 
resultados obtenidos para la extracción de RNA de Colletotrichum acutatum, con este 
procedimiento, muestran que se obtiene una buena relación de absorbancias 260/280 
indicando eliminación de las proteínas interferentes, una integridad del RNA satisfactoria, 
aunque no la más indicada y bajos niveles de rendimiento, por lo cual se procede a 
ensayar otro método de extracción, buscando una mejor integridad.  
 
El cuarto método es el que emplea el reactivo comercial Tri reagent®, el cual se usa para 
la extracción de RNA del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Yakoby et. al., 2000). 
Este reactivo combina tiocianato de guanidina y fenol en una solución monofásica para 
facilitar la inhibición inmediata y efectiva de la actividad RNasa. Cuando una muestra 
biológica es homogenizada o lisada en Tri reagent®, y se separa en fase acuosa y 
orgánica por adición de cloroformo y centrifugacion, el RNA permanece exclusivamente 
en la fase acuosa, el DNA en la interfase y las proteinas en la fase orgánica. El RNA es 
precipitado de la fase acuosa agregando isopropanol, lavado con etanol al 75% y 
solubilizado. Los resultados obtenidos para la extracción de RNA de Colletotrichum 
acutatum con este procedimiento, cumplen con los requisitos planteados para la 
selección del método, ya que se obtiene la mejor relación de absorbancias 260/280 de 
todos los ensayos, indicando eliminación de las proteínas interferentes, además se 
observa la formación de un pellet muy pequeño, lo que se relaciona perfectamente con 
los procesos de extracción de RNA. 
Resultados y Discusión 99 
 
Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en los ensayos realizados para la 
selección del mejor método para extraer RNA total a partir del micelio del hongo 
Colletotrichum acutatum, se decide trabajar con el reactivo comercial Tri reagent®, ya 
que se obtienen los mejores valores para la relación A260nm/280nm (2.067, presentando 
una baja desviación estándar), para el rendimiento (2466µg de RNA total/g de micelio 
liofilizado) y para los ensayos relacionados con la integridad, donde se observan 
claramente las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28s y 18s. Este 
reactivo a pesar de ser costoso, frente a otros métodos que emplean CTAB y SDS, 
presenta resultados bastante favorables en cuanto al tiempo y las características 
obtenidas la extracción de RNA de micelio del hongo, mencionadas anteriormente. 
 
4.9 DISEÑO DE PRIMERS PARA LA AMPLIFICACIÓN 
POR RT-PCR DE LOS GENES pel, pg y gen control 
DEL HONGO Colletotrichum acutatum. 
 
4.9.1 Diseño de primers para la amplificación del gen pel 
Para analizar el efecto de la adición de pared celular o exocarpo del fruto de lulo a 
medios de cultivo “ in vitro” sobre la transcripción de el(los) gen(es) pel presentes en el 
genoma del hongo Colletotrichum acutatum, se necesita diseñar una pareja de primers 
que permita realizar la amplificación del cDNA proveniente del mRNA transcrito de todos 
los genes que codifican para la enzima pectato liasa en este patógeno. Para esto, se 
decidió trabajar inicialmente con los primers reportados por la literatura para estudios 
realizados con el hongo patogénico Colletotrichum gloeosporioides, directo 5’-
CACCAAGCCCGACTACAGCT-3’ y reverso 5’-AGCCTTACCTTGGAGGAGCC-3’ 
(Kramer-Haimovich et. al., 2006), empleando una temperatura de anillamiento de 62°C, 
estos primers se denominan pel1. Estos primers no amplificaron el fragmento deseado en 
los ensayos realizados con el hongo Colletotrichum acutatum, a pesar de realizar 
variaciones en la temperatura de anillamiento de los mismos. 
Al realizar el análisis con Vector NTI, se encuentran las características principales de los 
primers como: %CG, Tm, formación de dímeros o formación de loops, para definir si 
estas características son adecuadas para el estudio por RT-PCR, se tienen en cuenta los 
siguientes parámetros, contenido CG (40 y 60%), Tm (50-70°C), evitar que los primers 
formen dímeros o loops que presenten ∆G negativos y que estén hacia la parte 3’ donde 
se da la extensión de los mismos por acción de la taq polimerasa, además, que al 
realizar el análisis de los dos primers no sean complementarios entre sí. Las 
características de los primers pel1 reportados en la literatura se encuentran en la tabla 4-
4.  
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Tabla 4-4: Características de los primers denominados pel1, reportados por la 
literatura para la amplificación del gen pel de Colletotrichum 
gloeosporioides. 
Dirección 
del 
primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de dímeros 
Formación 
de loops 
Directo 5’-CACCAAGCCCGACTACAGCT-3’ 60 63 3 1 
Reverso 5’-AGCCTTACCTTGGAGGAGCC-3’ 60 62 4 2 
 
Teniendo en cuenta que los primers reportados por la literatura no amplifican con cDNA 
de Colletotrichum acutatum, se hace necesario emplear herramientas bioinformáticas 
disponibles en la red, para diseñar una pareja de primers que permitan obtener la 
amplificación del cDNA de interés. Para esto se toman secuencias de cDNA que 
codifican para esta enzima, presentes en otros patógenos con características similares, a 
Colletotrichum acutatum, como son: Colletotrichum gloeosporiodes o Glomerella 
cingulata, reportadas en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Estas secuencias son 
alineadas usando el programa clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), este 
software hace ordenamientos de varias secuencias de ácidos nucleícos introduciendo 
espacios o gaps, para que los residuos similares se yuxtapongan. Esta aproximación se 
basa en el método convencional de programación dinámica de pares (Corpet, 1988). Los 
números de identificación de las secuencias seleccionadas para dicho alineamiento se 
encuentran en la tabla 4-5, el alineamiento se presenta en la figura 4-2, con color verde 
se encuentra resaltada la región más conservada y con vinotinto se señalan los primers 
diseñados para la amplificación de este gen, denominados pel2.   
Tabla 4-5: Número de identificación de las secuencias empleadas para el diseño de 
primers del gen pel. 
 
Número de identificación Especie 
AF156983.1 Colletotrichum gloeosporioides f. sp. 
malvae pectate lyase 1 (pel-1) mRNA, 
complete cds 
AF156985.1 Colletotrichum gloeosporioides f. sp. 
malvae pectate lyase 2 (pel-2) mRNA, 
complete cds 
U32942.1 Glomerella cingulata pectate lyase (Pel) 
mRNA, partial cds 
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Figura 4-2: Alineamientos de las secuencias de cDNA reportadas para genes pel de 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae y Glomerella cingulata. Las 
zonas resaltadas con verde indican las regiones conservadas y las zonas 
vinotinto representan los primers seleccionados.  
 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           -TCGACTCTTGGTCCTCTTGGCAAACCCGACAGATCTTATCCATTCTTCG 49 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CAAGAGTCTTG--CTTCTTGTACATGTTGAGA----TTGCCC---TTTTG 41 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      -------------------------------------------------- 
                                                                                    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TCCAA---TTCCGCCACCATGAAGTTCACTGC-----CGCCTTGGCGACC 91 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CACAAGCTTTGAACCAAAATGAAGTTTACTGGTCTGGCATCTTGGGCATT 91 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      -------------------------------------------------- 
                                                                                  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GTCTTTGCCGGCCTCGTTGCTGCCACCCCGACGCCCACCGTCGACAACGT 141 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ATTGGCGATAGCCGCGT--CTGCCTCGCCAACACCCACCGTGGAGGATG- 138 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      -------------------------------------------------- 
                                                                                       
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TGCCGACAGGGCCCATCTGGTCAAGAGGGCTTCCATCTCTGACAAGGCCA 191 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           -GCCGTGTG-------CTGAGCAAGAGAGCCGCCGTCACCGAT--GCCTG 178 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      ----------------------AAGCGTGCTGCTATCACCGAT--GCTTG 26 
                                                          *** * **  *  ** * **   *     
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CAA--TCGGCTATGCCACGCTGAACGGAGGAACCTCTGGAGGTGCTGGCG 239 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CAACATTGGATACTGCACACAGAATGGCGGAACCAAGGGCGGAGCCGGAG 228 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      CGATGTTGGCTACGGTGC---------CGGCACCACCGGTGGCTCCGGCG 67 
                                    * *  * ** **     *          ** ***   ** **  * ** * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCACTGTCACCACCGTTTCTTCCCTCGCCGAGTTCACTGCTGCCGTCAAC 289 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAACCACCACCACCGTGACGAGCCTGGCTCAGCTCTCTGCCGCCGCCAAC 278 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GTACCACCACCACCGTCTCCACCCCGGCCCAGTTCACCGCTGCCGCCA-- 115 
                                    * **   *********  *   **  **  ** ** * ** **** **   
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GAGAAGGACGCCTCCG-CCA--AGG---TCGTCGTCGTCAAGGGTGTCAT 333 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           G---------CCTCGGGCCC--GGGC-ATCATCGTCGTCCAGGGCAACAT 316 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      ----------CCTCTGACGAGAAGGCCGTCATCGTCGTCAAGGGCGCCAT 155 
                                              **** * *     **   ** ******** ****   *** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CAAGGGCGCCGTCAACGTCCGCATCGGCAGCAACAAGTCTGTCATCGGTC 383 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGTCGGCAAGGCCAAGGTCCAAGTCGGCTCCGACAAGACCATCGTCGGAA 366 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      CACCGGTGCCACCAAGGTCAAGGTCGGCTCCAACAAGTCCATCATCGGTC 205 
                                    *   **      *** ***    *****  * ***** *  ** ****   
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TTCCCGGTGCTGGTTTCGACGGTGTTGCGCTGCACGCGCGTCG-CCAGTC 432 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           AGTCCGGCAGCTCCCTCGAGGGCATCGGCCTG-ACGATCCTCGGCCAAAA 415 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCGCCGGCTCCTCCCTGACCGGTGTCGGTCTGTACA-TCAACAAGCAGGA 254 
                                       ****        *    **  * *  *** **   *  *   **    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CAACATCATCATTCGCAACATCAAGTCGACCAACGTCCTCGCCTCCACTG 482 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAACGTCATCGTCCGGAACATGAAGATTGGCAAGGTGGAGGCCGCCTACG 465 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GAACGTCATTGTCCGCAACATGAAGATCTCCAAGGTCCTCGCCGACAACG 304 
                                     *** ****  * ** ***** ***     *** **    ***  *   * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCGACGGTCTGAAAATCGAGGAAAGCACCAATGTCTGGGTCGACCACTCC 532 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCGACGCCATCACCATCCAGCTGTCCAAGAACGTCTGGGTCGACCACTGC 515 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GTGACCGCATCGGCATCCAGGCCTCCTCCAAGGTCTGGGTCGACCACTGC 354 
                                    * ***    *    *** **     *   ** **************** * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GAGTTCTCCTCCGCTCT---GGTCGCCGATAAGGATTACTACGACGGCCT 579 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAGCTCTACGCCACGCGCGAGGGCGTCGACAAGGACTTTTACGACGGCCT 565 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GACCTGTCCTCCG-ACA--AGAACAACGGCAAGGACTACTACGATGGTCT 401 
                                    **  * * * **   *    *  *  **  ***** *  ***** ** ** 
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gi|5453411|gb|AF156983.1|           CGTCGACGCTTCCCACGGCGCCGACTACATCACCATCTCCTACACCTACT 629 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGCCGACCTCTCCCACGCCGCCGACTGGGTCACCATCTCCAACGTCTACT 615 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTCGACATCACTCACGCCTCCATGGCCGTGACCGTCTCCAACACCTACA 451 
                                       ****    * **** * **       * *** ***** **  ****  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TCCACGACCACTGGAAGACCTCCCTCATCGGCCACAGCGAGAACAACGGC 679 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           TCCACGACCACTCAAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACAGCAACGCC 665 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TCCACGACCACTACAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACTCCAACTCT 501 
                                    ************  ***  ******* ********  ***   ****    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCCGAGGACAGCGGCCAC-CTCCGCGTCACCTACGCCAACAACTACTGGG 728 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCCGAAGACA-CGGGCACGCTGCGCGTCACCTACGCCAACAACCACTGGT 714 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTGAGGACACCGG-CAAGCTCTACGTCACCTACGCTAACAACCACTGGT 550 
                                    ** ** **** *** **  **   ************ ****** *****  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CCAACTTTGGTTCCCGCGGCCCCTCTGTCCGCTTCGGGACCGCTCACATT 778 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ACAACATCCGCAGCCGCGGGCCCCTCCTGCGGTTCGGGACTGCCCATGTG 764 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      ACAACGTTGGCTCCCGCAACCCCTCCGTCCGCTTCGGTAACGTCCACATC 600 
                                     **** *  *   ****   ***    * ** ***** *  *  **  *  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TACAACTCGTACTACCTCAACG---CCA---ACTCAGCCATCAACACCCG 822 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           TACAACA---ACTACGTAAACG---GCATGGACACAGGTCTCAACTCTCG 808 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TTCAACA---ACTACGCCGAGAAGCTCGAGACCTCTGGTGTCAACACCCG 647 
                                    * ****    *****    *      *     * * *   ***** * ** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CCAGAACGCTCAAGTTCTCGTCCAGAGCAACGTCTTCAAGAACGTG---A 869 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CATGGGCGCCCAAGCCCTCATCCAGAGCTCGCTTTTCGAGAACACGGGCA 858 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      CATGGGCGCCCAGCTCCTCATCGAGTCCTCCGTCTTCTCCGACACC---A 694 
                                    *  *  *** **    *** ** **  *    * ***    **      * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CGGAACCGCTCATGACCAAGGACTCCGACATTGTGGGCTACGCCGTTGCC 919 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           AGAAGGCCATCTTTACCGAGTCCAGCAAGGAGGTCGGGTACGTGGTCGCC 908 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      AGAAGGCCGTCACCTTCCTCGACTCCAAGAGCACCGGATACGCTGTTGTC 744 
                                     * *  *  **     *     *  * *       ** ****  ** * * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           ATTGACA--ACGACT-TTGGCGGTGCCGCCAAC-ACTGCTCCCGTCGGCA 965 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ATCGACGTGACGCTCACCGGAGAAAGCGCCAAC-ACGGCACCGCTCGGCA 957 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      AATGACGT--CGACC-TCGGTGGCTCTACCAACGACCGCCCCCAA-GGCA 790 
                                    *  ***    **      ** *      ***** ** ** **    **** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CCCTCAACGCCAACTCTCCCCCTTACGCCTACACCCTGCTTGGCTCGGCC 1015 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           AGCTCACCGCCAGCAGCCCCCCGTACTCTTACTCGCTGCTGGGATCAGCC 1007 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      CCTTCA---CCAAG---CCCGACTACAGCTACACCCTCCTCGGCTCCTCC 834 
                                       ***   ***     ***   ***   *** * ** ** ** **  ** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           AACGTCGTTGCCAACGTTTTGGCCAACGCGGGTCAGAAGCTTACCTTCTA 1065 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           AACGTCAAGGCCGCCGTCACCAAGGAGGCAGGCCAGACGCTGGGCTTCTA 1057 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      AAGGT-AAGGCTGCCGTCGTCGCGACCGCTGGCCAGACCCTCACCTTCTA 883 
                                    ** **    **   ***          ** ** ****  **   ****** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           AGTTGGCTA---ACAGTTAAAAGAACTGCATAGTTGTAGATATGGGGAAG 1112 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ATTTG------------CGAGGGATCT-CG-AGCTGGGAATGCTGG-ATG 1092 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      AGTGGTTTAGTGAGAGAAGAAGAAACCCTGCAGTGGGTAATG-AGAAGAG 932 
                                    * * *              *   * *     **  *   **   *    * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TGGATTAGC----------------ACACT-ATTTCTCGGAGGCCAACAA 1145 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGAATGGGC----------------ATTTTTAGTCCTCATAGGCCGGCCA 1126 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      CGCTTTTGCTGCCTTCCGTCGTCGGGCCTTTTTTCTTCCGGCGCCCGCGG 982 
                                     *  *  **                    *   *  **    ***  *   
gi|5453411|gb|AF156983.1|           AGATGGCTATTGACAAGGCTGTGAGCTAGAGATCGTGTGGACTTCACGTA 1195 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           A----------------------------------TATGAGTTTCAT--- 1139 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TTGCAG--------AGTACTGAGAA---------GTACACAATTCATGTA 1015 
                                                                       *      ****     
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CATAGTTGCAATACTTTGAAA------TAAATGCTTGGTTCTATTGTTAT 1239 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ---------------------------------CTTGATT---------- 1146 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      AATACTTTCAAAGGCATCAGGGGCTTGTAAGCTCCTGGTTCTGTGAATAG 1065 
                                                                     * ** **           
gi|5453411|gb|AF156983.1|           ------------------ 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           ------------------ 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TTGCCGGTTTCAACGCAC 1083 
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El alineamiento generado por el programa clustalW señala con asteriscos los nucleótidos 
totalmente conservados, es decir con una identidad del 100% en todas las secuencias. 
Empleando el programa Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) se realiza el 
análisis de las secuencias de tal manera que se seleccionan regiones con alta homología 
de aproximadamente 20 nucleótidos, para ser empleadas como posibles primers, estas 
secuencias son analizadas en el programa vector NTI para verificar que generen el 
menor número de horquillas y dímeros indeseados, que idealmente no deberían 
presentarse en los análisis transcripcionales, sin embargo, la técnica de RT-PCR por ser 
semi-cuantitativa, permite que se puedan emplear primers que presenten estas 
características, ya que una vez obtenido el amplificado se analiza por densitometría 
normalizando con el gen control. Dentro del diseño de primers para la amplificación del 
gen pel de Colletotrichum acutatum, no fue posible encontrar una pareja de primers que 
no presentarán la formación de dímeros (tabla 4-6), por lo cual se seleccionaron los que 
se presentan en la tabla denominados pel2, que no son complementarios entre sí.  
 
Tabla 4-6: Características de los primers diseñados para la amplificación del gen pel2 
de Colletotrichum acutatum. 
 
Dirección 
del 
primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de dímeros 
Formación 
de loops 
Directo 5’- GTCTGGGTCGACCACTSCGA-3’ 65 64 7 3 
Reverso 5’- GTTGTTRGCGTAGGTGACG -3’ 55 58 2 1 
 
 
Con los primers diseñados se realizaron amplificaciones usando cDNA como plantilla y 
una temperatura de anillamiento de 62°C, el perfil analizado por electroforesis en geles 
de agarosa al 1% se muestra en la figura 4-3. Como se puede observar los primers 
generan el fragmento esperado de 209 bp, para el gen pel.  
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Figura 4-3: Electroforesis de los productos obenidos por PCR sobre cDNA de 
Colletotrichum acutatum, usando los primers diseñados pel2. Gel en 
agarosa al 1%, 8 µL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01%. 
 
 
 
 
4.9.2 Diseño de primers para la amplificación del gen pg 
 
Para analizar el efecto de la adición de pared celular o exocarpo del fruto de lulo a 
medios de cultivo “ in vitro” sobre la transcripción del gen pg presentes en el genoma del 
hongo Colletotrichum acutatum, se necesitan primers que amplifiquen un fragmento 
correspondiente a este gen; para esto, se emplean inicialmente los primers reportados 
por la literatura para el clon cgpg1 en estudios realizados con el hongo patogénico 
Colletotrichum gloeosporioides, directo 5’-CCTCAACGGCATCAAGGTACC-3’ y reverso 
5’-CAGGCATGCGTCCTGGTTGTA-3’ (Yakoby et. al., 2000), empleando una 
temperatura de anillamiento de 60°C, sus características generales se presentan en la 
tabla 4-7. Estos primers denominados pg1, presentan amplificación en los ensayos 
realizados con el hongo Colletotrichum acutatum, obteniéndose un fragmento con el 
tamaño esperado correspondiente a 487 bp (figura 4-4). 
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Tabla 4-7: Características de los primers reportados por la literatura para la 
amplificación del gen pg de Colletotrichum acutatum, denominados pg1.   
Dirección 
del primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de 
dímeros 
Formación 
de loops 
Directo 5’-CCTCAACGGCATCAAGGTACC-3’ 57 64 3 1 
Reverso 5’-CAGGCATGCGTCCTGGTTGTA-3’ 57 67 3 1 
 
Figura 4-4: Electroforesis de los productos obtenidos por PCR sobre cDNA de 
Colletotrichum acutatum, usando los primers reportados por la literatura 
pg1. Gel en agarosa al 1%, 8 µL de producto. Tinción con solución de 
bromuro de etidio al 0,01% 
 
 
 
4.9.3 Diseño de primers para la amplificación del gen control. 
 
Para llevar a cabo la evaluación de los niveles transcripcionales de los genes pel y pg, 
por la técnica de RT-PCR en los ensayos “ in vitro”, es necesario amplificar también de 
manera paralela en cada una de las muestras, el cDNA de un gen control, que permita 
llevar a cabo el análisis semi-cuantitativo por densitometría, de los niveles de expresión 
de los genes de interés. Este gen control debe presentar una expresión constitutiva 
constante, y generalmente esta relacionado con funciones básicas de la célula del hongo. 
Al realizar la revisión bibliográfica correspondiente para la selección del gen control, no 
se encontraron reportes de estudios que aplicaran esta técnica en el hongo 
Colletotrichum acutatum. Por ello se seleccionaron como genes constitutivos β-tubulina y 
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, empleados en otros modelos de interacción. Los 
primers para β-tubulina reportados para Colletotrichum gloeosporioides directo 5’-
GCAACAACTGGGCCAAGG-3’ y reverso 5’-GCGGACAACATCGAGAACCT-3’ (Kramer-
Haimovich, 2006), usando una temperatura de anillamiento de 63°C y los primers para 
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa reportados para Lentinula edades directo 5’-
AATGCTTTGAACCCTGAA- 3’ y reverso 5’-AATGCTTTGTTGAACCCTGAA-3’ (Li et. al., 
2006) empleando una temperatura de anillamiento de 55°C.  
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Los primers reportados por la literatura para los dos genes seleccionados, no 
amplificaron con cDNA de Colletotrichum acutatum, a pesar de hacer variaciones en su 
temperatura de anillamiento, por lo cual se emplean herramientas bioinformáticas 
disponibles en la red, para realizar un diseño de primers que permita obtener la 
amplificación de un gen control que pueda ser empleado en el análisis semi-cuantitativo 
por RT-PCR; para esto se selecciona el gen β-tubulina, ya que varios trabajos reportan 
su uso como gen control y se toman secuencias de mRNA reportadas para éste en el 
GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) presentes en otros patógenos con características 
similares, a Colletotrichum acutatum, como son: Colletotrichum gloeosporiodes o 
Glomerella acutata, el número de identificación de las secuencias empleadas se reportan 
en la tabla 4-8. Estas secuencias son alineadas usando el programa clustalW, figura 4-5 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), los nucleótidos resaltados con color verde 
muestra la región conservada de estas secuencias y en vinotinto se resaltan los 
nucleótidos correspondientes a los primers empleados.  
 
Tabla 4-8: Número de identificación de las secuencias utilizadas para el diseño de 
primers del gen β-tub. 
 
Número de identificación Especie 
AB273716.1 Glomerella acutata CaTUB2 gene for beta-
tubulin 2, complete cds, strain: CAB03 
CGU14138 Colletotrichum gloeosporioides f. sp. 
aeschynomene beta-tubulin (TUB2) gene, 
complete cds 
 
 
Figura 4-5: Alineamientos de las secuencias de cDNA reportadas para genes β-tub de 
Glomerella acutata y Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene. 
Las zonas resaltadas con verde indican las regiones conservadas y las 
zonas vinotinto representan los primers seleccionados.  
 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      -------------------------------------------------- 
|gb|U14138.1|CGU14138             GGGCCCAAGCAGTAAACAAGCGAGCTGCACCCCTTCCCCTCTGACCTCGC 50 
                                                                                   
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      -------------------------------------------------- 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGGCGTGGTGTCGGACCCGTGGCGGTGAACAAAATCACATCCACCCGCAA 100 
                                                                                     
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      ----AAG----------CTTCGCCTAGCT-----CTCGAGC--------- 22 
|gb|U14138.1|CGU14138             ACAAAAATCAACAACCTCTTCCCCTACCTATCCTCTCGACCTCATCCACC 150 
                                      **           **** **** **     ***** *          
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gi|118722258|dbj|AB273716.1|      ---ACTCT-------------------CTTCG--------TCT------- 35 
|gb|U14138.1|CGU14138             TCCACCCCAACCACGTCCGACTTGAAGCTTCGCGCGTAGCTCTCAAGCTC 200 
                                     ** *                    *****        ***        
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCTTCATCGTACATCGTCGGCCAAGTTAGCTTCAGAGCTATCCATCATTC 85 
|gb|U14138.1|CGU14138             TTCTCATCGCCTATCCTCGGTCAAGCCCAGCTCAGTGTATTTCATCATCC 250 
                                  *  ******   *** **** ****      **** *   * ****** * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      AAAATGCGTGAGATTGTAAGTCGCTCTCTCCCATCACAACAATT-CTGCG 134 
|gb|U14138.1|CGU14138             AAAATGCGTGAGATTGTAAGTTGCAGT---CCATCACCACAATCACAACA 297 
                                  ********************* **  *   ******* *****  *  *  
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      ACGCGTCGGAATGGCCACTATTTCGGGATAGCCCCTGAGCGTACCCCGCC 184 
|gb|U14138.1|CGU14138             ACGC-TTGCGACG--CGTT-TATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCC 343 
                                  **** * *  * *  *  * * ** *  * ********************  
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GATATTCCCACCCAAAA-CGACATTTACCAAACATGGCCCGACTTGCA-T 232 
|gb|U14138.1|CGU14138             GACATTTTTACCCGACTTCTATGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAAT 393 
                                  ** ***   **** *   * *   * * *****  *   ** **  ** * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CTCCAACGCTTCTAGCATGGGAAACATTCCGCTGACCATTGATTGTTTTC 282 
|gb|U14138.1|CGU14138             CATCGACG--TCCAAC-TCTGGAATGTTTTGCTGACTGCTGCCTTTTTTT 440 
                                  *  * ***  ** * * *  * **  **  ******   **  * ****  
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCGCAATAGGTTCACCTTCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTATCTCCTGATC 332 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGT-CTTCCCAAGC 489 
                                  *  * * ********** *********************   ***  * * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCAACACAACGAGCCAGAGTGCGGGGCTAACTTCTTTGAACAGGGTAACC 382 
|gb|U14138.1|CGU14138             CAAATCTAACC-GCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAACC 538 
                                    **   ***  *** ** ************ ** *** *********** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      AGATTGGTGCCGCCTTCTGGTGCGTAGCCA-ACCGCTCACGACGCGGCGA 431 
|gb|U14138.1|CGU14138             AGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCAA 588 
                                  ********** ********** ***  * * *****  ***** **** * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TTTCGACATTTGATACGATTTCG--TACTGACCTTGGTACAGGCAAAACA 479 
|gb|U14138.1|CGU14138             TAT--ATACTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACA 636 
                                  * *  * * ***  * **   *   *  ****  * *   ********** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCTCTGGCGAGCACGGTCTCGACAGCAATGGCGTGTATGTCACTTTGTCC 529 
|gb|U14138.1|CGU14138             TTTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCA---TGCCC 683 
                                  * ************** ************** **********   ** ** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCCAGTGCGGCTGC-CCCATGGACCTAGTAGCTAATTATACCACAGGTAC 578 
|gb|U14138.1|CGU14138             CTTTATCTGGCCACATTCGTGG--TTGACCGCTAAACTCGA-ACAGCTAC 730 
                                       *  ***  *   * ***   *    *****       **** *** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      AACGGCACTTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGTATGAGCGTCTACTTCAACGA 628 
|gb|U14138.1|CGU14138             AACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACGA 780 
                                  ******** ** ***************** ******************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      AGTTTGTTATCCTA-GTCCCCCAGTGTGCAGG-CAATCCTATTGACGAAT 676 
|gb|U14138.1|CGU14138             AGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATATTGACGAGT 830 
                                  ********* * **   ******* ***** *  ** * ********* * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GCTGACCTTCTCACCCAACCAGGCCTCCGGCAACAAGTACGTTCCCCGCG 726 
|gb|U14138.1|CGU14138             ACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTG 880 
                                   ********* * ** * ****** ***************** ***** * 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CCGTCCTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGT 776 
|gb|U14138.1|CGU14138             CCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGT 930 
                                  ************* ******************************** *** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CCCTTTGGCCAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTTGGCCAGTCCGG 826 
|gb|U14138.1|CGU14138             CCTTTCGGCCAGCTGTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGG 980 
                                  ** ** ******** *********************** ******** ** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TGCCGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGAGGGAGCTGAGCTTG 876 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGCCGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCGAGGGTGCCGAGCTTG 1030 
                                  *************************************** ** ******* 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCGACCAGGTTCTCGATGTCGTCCGTCGCGAGGCCGAGGGCTGCGACTGC 926 
|gb|U14138.1|CGU14138             TCGACCAGGTTCTCGATGTTGTCCGCCGCGAGGCTGAGGGCTGCGACTGC 1080 
                                  ******************* ***** ******** *************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CTCCAGGGCTTCCAGATCACCCACTCTCTTGGTGGTGGTACCGGTGCCGG 976 
|gb|U14138.1|CGU14138             CTCCAGGGTTTCCAGATCACCCACTCCCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGG 1130 
                                  ******** ***************** ** ******************** 
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gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TATGGGTACCCTCCTGATTTCCAAGATCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGCA 1026 
|gb|U14138.1|CGU14138             TATGGGTACCCTCCTGATCTCCAAGATCCGTGAGGAGTTCCCCGACCGCA 1180 
                                  ****************** ******************************* 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TGATGGCCACCTTCTCCGTCGTTCCCTCTCCCAAGGTTTCCGACACCGTC 1076 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGATGGCCACCTTCTCCGTCGTTCCCTCCCCCAAGGTCTCCGACACCGTT 1230 
                                  **************************** ******** ***********  
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GTCGAGCCCTACAACGCCACTCTCTCCGTCCACCAGCTGGTCGAGAACTC 1126 
|gb|U14138.1|CGU14138             GTCGAGCCCTACAACGCCACTCTCTCCGTCCACCAGCTGGTCGAGAACTC 1280 
                                  ************************************************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CGACGAGACCTTCTGCATTGACAACGAGGCTCTCTACGACATCTGCATGC 1176 
|gb|U14138.1|CGU14138             CGACGAGACCTTCTGCATTGACAACGAGGCTCTCTACGACATTTGCATGC 1330 
                                  ****************************************** ******* 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GTACCCTCAAGCTCTCCAACCCCTCTTACGGCGACCTGAACCACCTCGTC 1226 
|gb|U14138.1|CGU14138             GTACCCTCAAGCTGTCCAACCCCTCTTACGGCGACCTGAACCACCTGGTC 1380 
                                  ************* ******************************** *** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCCGCCGTCATGTCCGGTGTCACCACCTGCCTCCGTTTCCCCGGTCAGCT 1276 
|gb|U14138.1|CGU14138             TCTGCTGTTATGTCCGGTGTCACTACCTGCCTGCGTTTCCCGGGTCAGCT 1430 
                                  ** ** ** ************** ******** ******** ******** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GAACTCTGACCTGCGCAAGCTCGCCGTCAACATGGTTCCTTTCCCCCGTC 1326 
|gb|U14138.1|CGU14138             GAACTCTGACCTGCGCAAGCTGGCTGTCAACATGGTTCCTTTCCCCCGTC 1480 
                                  ********************* ** ************************* 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCCACTTCTTCATGGTCGGCTTCGCTCCCCTGACCAGCCGTGGCGCCCAC 1376 
|gb|U14138.1|CGU14138             TCCACTTCTTCATGGTCGGCTTCGCTCCCCTGACCAGCCGTGGCGCCCAC 1530 
                                  ************************************************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCCTTCCGCGCTGTCAGCGTTCCCGAGCTCACCCAGCAGATGTTCGACCC 1426 
|gb|U14138.1|CGU14138             TCTTTCCGCGCCGTCAGTGTTCCTGAGCTCACCCAGCAGATGTTCGACCC 1580 
                                  ** ******** ***** ***** ************************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CAAGAACATGATGGCCGCCTCTGACTTCCGCAACGGTCGTTACCTGACCT 1476 
|gb|U14138.1|CGU14138             CAAGAACATGATGGCTGCTTCTGACTTCCGCAACGGTCGCTACCTGACCT 1630 
                                  *************** ** ******************** ********** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GCTCTGCCATCTTGTAAGTTGACTACAATG-CCCCTAGAGTGCGAATGAA 1525 
|gb|U14138.1|CGU14138             GCTCTGCCATCTTGTGAGTTGACCTGAATGATTCCTTTTCCATGATTT-- 1678 
                                  *************** *******   ****   ***       ** *    
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TGCTAACTTTGTTGTTCCCAGCCGTGGTAAGGTCGCCATGAAGGATGTCG 1575 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGCTAACTC-ATT--TTCTAGCCGTGGCAAGGTCGCTATGAAGGATGTCG 1725 
                                  ********   **  * * ******** ******** ************* 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      AGGACCAGATGCGCAATGTCCAGAACAAGAACTCGTCCTACTTCGTCGAG 1625 
|gb|U14138.1|CGU14138             AGGACCAGATGCGCAACGTCCAGAACAAGAACTCCTCCTACTTCGTCGAG 1775 
                                  **************** ***************** *************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TGGATTCCCAACAACGTCCAGACCGCCCTTTGCTCCATCCCCCCCCGCGG 1675 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGGATCCCCAACAACGTCCAGACCGCCCTCTGCTCCATTCCTCCCCGCGG 1825 
                                  ***** *********************** ******** ** ******** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CCTCAAGATGTCCTCCACCTTTGTCGGTAACTCCACCGCCATCCAGGAGC 1725 
|gb|U14138.1|CGU14138             CCTCAAGATGTCCTCCACCTTCGTCGGTAACGCCACCGCCATCCAGGAGC 1875 
                                  ********************* ********* ****************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TCTTCAAGCGTGTCGGTGAGCAGTTCACTGCTATGTTCCGTCGCAAGGCT 1775 
|gb|U14138.1|CGU14138             TGTTCAAGCGTGTCGGTGAGCAGTTCACTGCCATGTTCCGTCGCAAGGCT 1925 
                                  * ***************************** ****************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TTCTTGCATTGGTACACCGGTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGA 1825 
|gb|U14138.1|CGU14138             TTCTTGCATTGGTACACTGGTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGA 1975 
                                  ***************** ******************************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GGCTGAGTCCAACATGAACGATCTCGTCTCCGAATACCAGCAATACCAGG 1875 
|gb|U14138.1|CGU14138             GGCTGAGTCCAACATGAACGATTTGGTCTCCGAGTACCAGCAATACCAGG 2025 
                                  ********************** * ******** **************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      ATGCTGGTGTTGACGAGGAGGAGGAGGAGTACGAGGAGGAGGTCCCTCTT 1925 
|gb|U14138.1|CGU14138             ACGCTGGTGTTGACGAGGAGGAGGAGGAGTACGAGGAGGAGGCTCCTCTT 2075 
                                  * ****************************************  ****** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GAGGAGGAGGTTTAAGCGCAGTTCAATCGC------ACTGTCA---CTAT 1966 
|gb|U14138.1|CGU14138             GAGGAGGAGGTTTAAGCGCAGTCTAATAACTGCTTAACGCTTAGTGCCAC 2125 
                                  **********************  ***  *      **  * *   * *  
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gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GACCT-GACACTACGCCAAC-----CCACCCGTGGTGGCATTTCGCTTCG 2010 
|gb|U14138.1|CGU14138             ACCCTCAACACC-CACCAATGTACTCCATCCGTGGTGGAATTTCGCTTCG 2174 
                                    ***  ****  * ****      *** ********* *********** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      CGATTCCGGCTTCTTGCTGGAA-ATGGGCTTCTAGATATACCTCTCTTAG 2059 
|gb|U14138.1|CGU14138             CGACTCTGGCTT--TGCCAGAACATGGGCTTCTAGATATACCTCTCTTAG 2222 
                                  *** ** *****  ***  *** *************************** 
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      TAGTTCGCCTGACGTATCAAATGAGTACGAAGAATCAGA----------- 2098 
|gb|U14138.1|CGU14138             TAGTACGCCTGACGTATCATTCGAGTACGAAGAATCAGACAATGTTCTGT 2272 
                                  **** **************   *****************            
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      GATTACT------------------------------------------- 2105 
|gb|U14138.1|CGU14138             AACTACTGGCCAATATCAATGCCTGTGAATTCCCCCTAATGCCCATGTAA 2322 
                                   * ****                                            
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      ---------------------------CTGTACAAATTACT--------- 2119 
|gb|U14138.1|CGU14138             GAAGCAAGGTAAGAACGCGAGTTCTCTCTGTGAAAATCACTTGTTGGCAA 2372 
                                                             ****  **** ***          
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      --------GGCACAAA---------------------------------- 2127 
|gb|U14138.1|CGU14138             CCTTTTCTGGCGCAAACACCGAAGCTGCAAACCGAAGCTGAGCTGGTACA 2422 
                                          *** ****                                   
gi|118722258|dbj|AB273716.1|      -- 
|gb|U14138.1|CGU14138             GG 2424 
 
Para el diseño de primers de β-tub, se tienen en cuenta las condiciones mencionadas 
anteriormente, sus características se presentan en la tabla 4-9. Estos primers no son 
complementarios entre sí.   
 
Tabla 4-9: Características de los primers diseñados para la amplificación del gen β-
tub de Colletotrichum acutatum.   
 
Dirección 
del primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de 
dímeros 
Formación 
de loops 
Directo 5’-GCTAGTCGACCAGGTTCTCG-3’ 60 60 6 1 
Reverso 5’-GAGAGAGTGGCGTTGTAGGG-3’ 60 60 0 0 
 
Con los primers diseñados se realizan amplificaciones usando cDNA obtenido a partir de 
micelio del hongo Colletotrichum acutatum como plantilla y una temperatura de 
anillamiento de 58°C, el perfil analizado por electroforesis en geles de agarosa al 1% se 
muestra en la figura 4-6. Aquí se puede apreciar claramente la obtención del amplificado 
con el tamaño esperado de 231 bp.  
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Figura 4-6: Electroforesis de los productos obtenidos por PCR sobre cDNA de 
Colletotrichum acutatum, usando los primers diseñados para β-tub. Gel en 
agarosa al 1%, 8 µL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01% 
 
 
 
4.10 Evaluación de los niveles de transcripción por RT-
PCR de los genes pel, pg y β-tub. 
 
4.10.1 Determinación de la presencia de DNA genómico  
 
Teniendo en cuenta que el RNA puede estar contaminado con DNA, las muestras se 
evalúan por RT-PCR, tomando como control negativo una muestra de RNA que se 
somete directamente a PCR, la cual no debe presentar amplificación del fragmento de 
interés (figura 4-7, carril 2). Como control positivo se emplea una muestra de RNA que se 
somete a RT-PCR, la cual si debe presentar amplificación del fragmento (figura 4-7, carril 
1). Estos ensayos son realizados con los primers seleccionados para el gen pg, que 
presentan un fragmento amplificado de 487 bp.   
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Figura 4-7: Evaluacion de la presencia de DNA en extractos de RNA obtenidos con el 
reactivo tri reagent®. 1) RNA con RT-PCR y 2) RNA con PCR sin RT. Gel 
en agarosa al 1%, 8 µL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01% 
 
 
 
 
Debido a la contaminación con DNA que presentan las muestras de RNA obtenidas con 
el reactivo tri reagent®, se hace necesario el tratamiento de las mismas con DNAsa® 
(invitrogen). Una muestra de RNA tratado con DNasa sometido a PCR, no presenta 
amplificación (figura 4-8, carril 1), resultados esperados para este tratamiento; lo que 
indica que las muestras deben ser tratadas con DNasa antes de la reacción de 
retrotranscripción, con el fin de eliminar cualquier contaminación con DNA genómico. La 
figura 4-8 también presenta el amplificado de interés (487 bp) en los carriles: 2, 3 y 4, 
resultados esperados para estos ensayos.   
 
Figura 4-8: Evaluación del tratamiento con DNasa de muestras de RNA obtenidas 
empleando el reactivo Tri reagent®. 1) RNA con PCR, 2) RNA tratado con 
DNasa y luego RT-PCR, 3) RNA con RT-PCR y 4) RNA tratado con DNasa 
y luego PCR. Gel en agarosa al 1%, 8 µL de producto. Tinción con 
solución de bromuro de etidio al 0,01% 
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4.10.2 Evaluación de los niveles de transcripción por RT-PCR 
de los genes pg1 y β-tub. 
De acuerdo a los ensayos realizados hasta este punto, se cuenta con un par de primers 
que amplifican un fragmento del gen pg1 de 487 bp, empleando una temperatura de 
anillamiento de 60°C y un par de primers que amplifican un fragmento del gen β-tub de 
231 bp con una temperatura de anillamiento de 58°C. Los dos pares de primers 
presentan temperaturas similares de anillaje, por lo cual se evalua la posibilidad de 
realizar la amplificación de ambos fragmentos al mismo tiempo, mediante la realización 
de una PCR dúplex, bajo las condiciones de amplificación citadas en materiales y 
métodos, usando 20pmol de cada uno de los primer y una temperatura de anillamiento 
de 59°C. Los resultados obtenidos muestran que no se obtiene ninguno de los 
fragmentos de interés, cuando se trabaja con las dos parejas de primers al mismo 
tiempo, esto puede indicar que probablemente durante la PCR, los primers se 
complementan entre sí, impidiendo la obtención del dúplex esperado. 
El análisis bioinformático realizado empleando el programa vector NTI, muestra que 
cuando se trabaja con las dos parejas de primers, se aumentan las posibilidades 
termodinámicamente favorables, para la unión entre ellos (figura 4-9). Lo cual coincide 
con los resultados experimentales obtenidos, ya que no se encuentra amplificación de 
ninguno de los fragmentos. En los ensayos se cambiaron las condiciones de temperatura 
de anillamiento de estos primers, para ver si se lograba obtener el dúplex, necesario para 
poder realizar el análisis transcripcional del gen de interés pg1, sin obtener resultados 
satisfactorios.  
Figura 4-9: Primers pg1 y β-tub, sometidos al programa vector NTI, para determinar 
posibles interferentes en los análisis transcripcionales del dúplex. 
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Estos resultados muestran la necesidad de diseñar nuevos primers para la enzima 
poligalacturonasa con el fin de lograr amplificar los dos fragmentos de interés al mismo 
tiempo. Para esto se toma la secuencia del clon reportada en el GenBank para cgpg1  
(número de identificación AF116507.1) de colletotrichum gloeosporioides, figura 4-10.  
 
 
Figura 4-10: Secuencia del clon cgpg1 correspondiente al hongo Colleotrichum 
gloeosporioides, empleado en el diseño de primers para la amplificación 
de un fragmento del gen pg de Colletotrichum acutatum. 
 
TTGTAGACCTTGGCGCCGGAGATGGTCACGCCGGTGGACTGGCCGACGTCAAAGG
CGTCGGTGTTGTGGCCGCCCTTGGAGTCGCCGTCCTTGTTGTTGATCTCAACGTTGT
TGCTGCATACCCGTGTCAGTGATCATGGGACATAAAGCGTAGTTGAACATGAAAACT
TACACCTTGAGGTTGGTGACTCCGCTGATGGAGAAACCGTGGACGGGGGTGTTCTT
GATCTTGAGGCCGTTGATGGTGCCGTCGTTCATCTTGACCTTGAAGAACTTGGGCTT
CTTCTTGCCGCCGTTTCCGCCCTTGCCGTCCCACCAGCGCTCACCCTCGCAGGAGA
TGAGACTGCCGGAGGCGCCGGTGACGGTGATCTTCTTGCCGCCGACGGAGATGAG
GGGGCCCTCCCACTCCTTGTAGCCGAAGGTGGTGGTGCCCTGGAAGGTGACCTTG
GTGCCGTCTTTCAGGCCGGTGAGGTCGAGGGTCTCGCCG 
 
 
Teniendo en cuenta esta secuencia y empleando el programa primer3, se realiza el 
diseño de primers para la amplificación de un fragmento de interés correspondiente al 
gen pg del hongo Colletotrichum acutatum. Se seleccionan tres parejas de primers, las 
cuales se muestran en la figura 4-11, empleando solamente un primer directo, resaltado 
con color azul y tres primers reversos resaltados con los colores morado, verde y 
vinotinto.  
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Figura 4-11: Características de las parejas de primers seleccionadas para la 
amplificación del cDNA de pg en Colletotrichum acutatum. 
 
    1 TTGTAGACCTTGGCGCCGGAGATGGTCACGCCGGTGGACTGGCCGACGTCAAAGGCGTCG 
                                                                  
   61 GTGTTGTGGCCGCCCTTGGAGTCGCCGTCCTTGTTGTTGATCTCAACGTTGTTGCTGCAT 
                                                             >>>>> 
  121 ACCCGTGTCAGTGATCATGGGACATAAAGCGTAGTTGAACATGAAAACTTACACCTTGAG 
      >>>>>>>>>>>>>>>                                              
  181 GTTGGTGACTCCGCTGATGGAGAAACCGTGGACGGGGGTGTTCTTGATCTTGAGGCCGTT 
            <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<              <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<                     
  241 GATGGTGCCGTCGTTCATCTTGACCTTGAAGAACTTGGGCTTCTTCTTGCCGCCGTTTCC 
                          <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<                     
  301 GCCCTTGCCGTCCCACCAGCGCTCACCCTCGCAGGAGATGAGACTGCCGGAGGCGCCGGT 
                                                                   
  361 GACGGTGATCTTCTTGCCGCCGACGGAGATGAGGGGGCCCTCCCACTCCTTGTAGCCGAA 
                                                                   
  421 GGTGGTGGTGCCCTGGAAGGTGACCTTGGTGCCGTCTTTCAGGCCGGTGAGGTCGAGGGT 
                                                                   
  481 CTCGCCG 
              
 
>>>>>> PRIMER DIRECTO 
<<<<<< PRIMER REVERSO 1 
<<<<<< PRIMER REVERSO 2 
<<<<<< PRIMER REVERSO 3 
 
Tabla 4-10: Características de los primers diseñados para la amplificación del gen pg 
de Colletotrichum acutatum.   
 
Dirección 
del primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de dímeros 
Formación 
de loops 
Fragmento 
esperado 
Directo 5’-TGCATACCCGTGTCAGTGAT-3’ 50 60 3 0  
Reverso 1  5’-GCCCAAGTTCTTCAAGGTCA-3’ 50 60 4 0 165 bp 
Reverso 2 5’-AACGGCCTCAAGATCAAGAA-3’ 45 60 2 0 125 bp 
Reverso 3 5’-GTTTCTCCATCAGCGGAGTC-3’ 55 60 2 0 91 pb 
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Los ensayos realizados con las parejas de primers reportadas en la tabla 4-10, no 
muestran amplificación para los fragmentos de interés, se realizaron variaciones de la 
temperatura de anillamiento, sin resultados positivos, razón por la cual se continuará con 
los ensayos para la evaluación de los niveles de transcripción del gen pel. Se decide que 
para llevar a cabo un análisis del gen pg, presente en el hongo Colletotrichum acutatum, 
debe secuenciarse el fragmento obtenido con los primers denominados pg1, con el fin de 
poder diseñar una nueva pareja de primers basándose en la secuencia real del patógeno 
de interés para este estudio.  
 
4.10.3 Evaluación de los niveles de transcripción por RT-PCR de 
los genes pel y β-tub. 
 
De acuerdo a los ensayos realizados hasta este punto, se cuenta con un par de primers 
que amplifican un fragmento del gen pel de 209 bp con una temperatura de anillamiento 
de 62°C y un par de primers que amplifican un fragmento del gen β-tub de 231 bp con 
una temperatura de anillamiento de 58°C. Teniendo en cuenta que los dos pares de 
primers presentan temperaturas similares de anillaje, se decide evaluar la posibilidad de 
realizar la amplificación de ambos fragmentos al mismo tiempo, mediante la realización 
de una PCR dúplex, bajo las condiciones de amplificación citadas en materiales y 
métodos, usando 20pmol de cada uno de los primer y una temperatura de anillamiento 
de 62°C. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4-12.  
 
Figura 4-12: Electroforesis de los productos obtenidos por PCR sobre cDNA generado 
por retrotranscripción de RNA de micelio del hongo Colletotricum 
acutatum, usando los primers seleccionados para pel2 y β-tub. Gel con 
agarosa al 1.5%, 8 µL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01%. 
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Una vez obtenidos los fragmentos de interés en el ensayo dúplex de los transcriptos del 
gen pel presente en el hongo Colletotrichum acutatum, se realizan ensayos para mejorar 
el amplificado evaluando algunos de los parámetros que afectan la eficiencia de la PCR 
como es el caso de la cantidad de RNA usada en la reacción de RT, la concentración de 
MgCl2, el número de ciclos y la relación cDNA:primers. 
 
4.10.3.1 Selección de las mejores condiciones para llevar a cabo el análisis por 
RT-PCR de los genes pel y β-tub. 
 
 Evaluación de la cantidad de RNA total empleada en la reacción de RT 
 
En primer lugar se evaluan diferentes cantidades de RNA total en el rango de 50ng a 4µg 
para llevar a cabo la reacción de RT. El producto obtenido en el gel, presenta una 
relación proporcional en la intensidad para cada uno de los productos, con respecto a la 
cantidad de RNA empleada (figura 4-13). Este ensayo nos indica que al usar diferentes 
cantidades de RNA total, se pueden ver diferencias en la electroforesis y sustenta de 
esta manera, que con esta técnica se pueden evaluar diferencias en los niveles de 
mRNA de interés. En este ensayo también se puede ver que al usar concentraciones 
muy bajas de RNA, los fragmentos de la amplificación se alcanzan a detectar por 
electroforesis, pero las bandas correspondientes son muy tenues. Los mejores resultados 
se obtienen empleando cantidades de RNA entre 1-4µg, se decide emplear una cantidad 
de 2µg, la cual permite una buena detección y no muestra una formación tan grande de 
dímeros de primers como la que se obtiene al emplear 4µg.  
 
Figura 4-13: Evaluación de diferentes cantidades de RNA total de micelio del hongo 
Colletotrichum acutatum para llevar a cabo la RT. 1) 50ng, 2) 100ng, 3) 
250ng, 4) 500ng, 5) 1µg, 6) 2µg y 7) 4 µg. Gel con agarosa al 1,5%, 8 μL 
de producto. Tinción con solución de bromuro de etidio al 0,01%. 
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 Evaluación de la concentración de MgCl2 empleada en la PCR. 
 
En segundo lugar se evaluaron diferentes concentraciones de MgCl2 que presentan los 
mejores resultados para la amplificación de los fragmentos de interés. Esto se debe 
realizar teniendo en cuenta que aunque la concentración de Mg2+ actúa como cofactor de 
la taq polimerasa, a altas concentraciones puede formar complejos con los dNTPs 
disminuyendo la eficiencia de la PCR. De acuerdo con este ensayo, se selecciona una 
concentración de 1,6mM (figura 4-14).   
 
Figura 4-14: Evaluación de diferentes concentraciones de MgCl2 en PCR dúplex.                     
1) 0,8 mM, 2) 1,6mM, 3) 2,4 mM y 4) 3,2 mM. Gel con agarosa al 1,5%, 8 
µL de producto. Tinción con solución de bromuro de etidio al 0,01%. 
 
 
 
 
 Evaluación de la cantidad de la relación plantilla:primers, empleada en la 
PCR. 
 
Otro parámetro que se debe considerar cuando se trabaja con PCR dúplex, es la relación 
plantilla:primers. Esto debido a que en algunos sistemas que trabajan con esta técnica, 
se ha encontrado que la amplificación de uno de los fragmentos de interés, puede verse 
afectada por la amplificación del otro fragmento. Para evaluar si dicha interferencia se 
presenta, se evalúa si al aumentar la concentración de una pareja de primers, 
manteniendo el otro constante, se observan cambios en la amplificación para alguno de 
los fragmentos. En este caso, tal y como se observa en la figura 4-15, no se presenta 
evidencia de dicha interferencia, por tal razón se sigue trabajando con las condiciones 
que se traían, es decir, 20pmol de los primers para β-tub y 20 pmol de los primers para 
pel.  
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Figura 4-15: Evaluación de diferentes relaciones plantilla:primers, usando 1 µL de 
cDNA. 1) 10 pmol β-tub y 10 pmol pel, 2) 10 pmol β-tub y 20 pmol pel, 3) 
20 pmol β-tub y 10 pmol pel, 4) 20 pmol β-tub y 20 pmol pel, 5) 20 pmol β-
tub y 40 pmol pel, 6) 40 pmol β-tub y 20 pmol pel y 7) 40 pmol β-tub y 40 
pmol pel. Gel de agarosa al 1,5%, 8 μL de producto. Tinción con solución 
de bromuro de etidio al 0,01%. 
 
 
 
 
 Evaluación del número de ciclos empleados en la PCR 
 
La última condición evaluada es el número de ciclos que se emplean para llevar a cabo la 
PCR, trabajando con un rango entre 32-45 ciclos (figura 4-16). En este punto se 
determina que en el rango de 37-42 ciclos se presenta una intensidad adecuada de las 
dos bandas de interés y además se encuentra en el rango de aumento exponencial en el 
que se debe trabajar para obtener resultados más confiables, por lo cual se trabaja con 
40 ciclos para realizar las amplificaciones de los fragmentos de interés.   
 
Figura 4-16: Evaluación del número de ciclos para la amplificación por PCR. 1) 32 
ciclos, 2) 37 ciclos, 3) 42 ciclos y 4) 45 ciclos. Gel de agarosa al 1,5%, 8 
μL de producto. Tinción con solución de bromuro de etidio al 0,01%.  
 
  
 
 
De acuerdo a estos ensayos, las condiciones finales para llevar a cabo la RT-PCR de los 
amplificados de los genes β-tub (231 bp) y pel (209 bp) se presentan en la tabla 4-11. 
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Tabla 4-11: Condiciones para llevar a cabo la RT-PCR del dúplex correspondiente a 
los fragmentos de β-tub (231 bp) y pel2 (209 bp).   
 
Parámetro Valor seleccionado 
Cantidad de RNA en la RT (µg) 2 
Concentración de MgCl2 (mM) 1,6 
Relación de cantidades plantilla:primers 1 µL de cDNA-20pmol de cada primer 
Número de ciclos 40 
 
4.10.3.2 Niveles transcripcionales del gen pel presente en Colletotrichum 
acutatum proveniente de cultivos “in vitro” realizados con exocarpo del 
fruto en estado pintón.   
 
Teniendo en cuenta que al realizar lo ensayos de RT-PCR con la pareja de primers para 
el gen pel y con la pareja de primers para el gen β-tub, se obtienen los amplificados 
correspondientes a los dos fragmentos de interés, se realiza la determinación de los 
niveles de mRNA de la pectato liasa en el micelio del hongo Colletotrichum acutatum 
proveniente de los cultivos “ in vitro” realizados con exocarpo del fruto de lulo Solanum 
quitoense Lam en estado pintón (figura 4-17).  
 
Figura 4-17: Resultados obtenidos durante la evaluación de los niveles 
transcripcionales para el gen pel presentes en el micelio del hongo 
Colletotrichum acutatum proveniente de los cultivos “ in vitro” realizados 
con exocarpo del fruto de lulo en estado pintón. En la parte superior se 
muestran los días de los cultivos empleados en este estudio. Gel de 
agarosa al 1,5%, 8 μL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01%. 
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Estos resultados muestran como el gen control se modula a través del ensayo de 12 
días, ya que se ve la señal correspondiente al fragmento de interés (231 bp) durante los 
días 4, 6, 7 y 9, presentando mayor intensidad para los días 6 y 9, para los días 10, 11 y 
12 no se observa el fragmento. Esto indica que este gen no cumple con las 
requerimientos para ser seleccionado como gen control en los ensayos de RT-PCR con 
RNA extraído del micelio del hongo Colletotrichum acutatum obtenido de ensayos “in 
vitro” realizados con exocarpo o pared celular del fruto de lulo en diferentes estados de 
maduración, ya que para poder ser empleado como gen control debe presentar una 
expresión constitutiva constante y esto no se ve reflejado en el ensayo realizado. De 
acuerdo a los resultados cualitativos encontrados en este punto, se encuentran niveles 
transcripcionales a lo largo de todo el ensayo para el gen pel, presentándose los niveles 
más altos para el día 4. Comparando estos resultados con los obtenidos para la 
determinación de la actividad de la enzima pectato liasa en el mismo ensayo, se 
encuentra que esta enzima empieza a ser secretada en el día 8, presentando los valores 
más altos de inducción durante los días 8-10, y mostrando los valores más altos de 
actividad de todos los ensayos realizados. Estos resultados pueden indicar un 
comportamiento similar al encontrado en el patógeno Colletotrichum gloeosporioides, 
donde el gen pel es transcrito cuando el pH es de 5.1, pero la enzima solamente es 
secretada cuando el pH es de 5.8, indicando que la enzima es sintetizada, pero que 
permanece en el micelio hasta tener condiciones favorables para su secreción (Prusky et. 
al., 2001). Sin embargo, para poder asegurar que se presenta el mismo efecto en el 
modelo de interacción Colletotricum acutatum-Solanum quitoense Lam, hace falta 
realizar estudios más detallados sobre el efecto del pH en la secreción de esta enzima 
pectolítica.  
 
Los resultados obtenidos muestran que β-tubulina no puede emplearse como gen 
control, en estudios transcripcionales de genes pertenecientes al hongo Colletotrichum 
acutatum, en eventos de interacción plata-patógeno, por no presentar una expresión 
constitutiva constante, y que la búsqueda de un gen control para estos estudios ha sido 
difícil, ya que se ensayaron primers correspondientes a otros posibles genes control sin 
ningún éxito. Por lo cual se decide realizar los análisis transcripcionales empleando RT-
qPCR con cuantificación absoluta, la cual no necesita de un gen control.  
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4.11 Selección de condiciones para evaluar los niveles 
transcripcionales por RT-qPCR en micelio de 
Colletotrichum acutatum del gen pel 
 
Los resultados obtenidos previamente para estandarizar las condiciones necesarias para 
realizar el análisis transcripcional de los ensayos “ in vitro” mediante RT-PCR 
convencional, muestran que no es posible encontrar un gen control para realizar una 
normalización, necesaria para el análisis densitométrico de los geles de electroforesis. Se 
decide realizar ensayos para ver si es posible llevar a cabo este análisis empleando RT-
qPCR, con cuantificación absoluta, la cual no necesita de la presencia de un gen control, 
sino contar con el fragmento de interés inserto en un vector de clonación para poder 
realizar una curva de calibración.  
 
4.11.1 Clonación de un fragmento correspondiente al gen pel 
 
 
 Selección de los primers adecuados para la clonación de un fragmento de 
cDNA del gen pel 
Teniendo en cuenta que los primers seleccionados previamente para el gen pel 
denominados pel2 presentan formación de dímeros, los cuales no presentan problemas 
para realizar estudios con RT-PCR, pero si para realizar los análisis empleando RT-
qPCR y que se evaluaron diferentes recursos experimentales que pueden ayudar a 
favorecer la generación del amplificado de interés disminuyendo la formación de 
horquillas y dímeros, como: disminución del número de ciclos, adición de dimetil sulfóxido 
DMSO, dilución del cDNA y relación cDNA:primers, sin obtener resultados favorables; se 
decide realizar un nuevo diseño de primers buscando mejorar las condiciones para evitar 
estos interferentes. Empleando el programa Bioedit 
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) se seleccionan las zonas con alta homología 
para la selección de los primers (18-20 nucleótidos), luego empleando el programa 
Vector NTI se analizan estas secuencias con el fin de verificar que no presenten 
formación de horquillas o dímeros  que puedan interferir en el análisis de RT-qPCR, sin 
embargo, no fue posible encontrar una pareja de primers con estas características, por lo 
cual se seleccionaron las parejas de primers que aparecen en la tabla 4-12. Teniendo en 
cuenta que las secuencias completas para los genes pel ya fueron mostradas en la figura 
4-2, los alineamientos realizados para el diseño de los nuevos primers únicamente 
muestran la región de mayor homología (figuras 4-18 a 4-20). La pareja de primers 
denominada pel 3 (figura 4-18), la pareja de primers denominada pel 4 (figura 4-19) y la 
pareja de primers denominada pel 5 (figura 4-20). 
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Figura 4-18: Alineamientos de las secuencias de cDNA reportadas para genes pel de 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae y Glomerella cingulata. Las 
zonas resaltadas con verde indican las regiones conservadas. Con morado 
se resaltan las zonas para los primers pel3.   
 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCGACGGTCTGAAAATCGAGGAAAGCACCAATGTCTGGGTCGACCACTCC 532 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCGACGCCATCACCATCCAGCTGTCCAAGAACGTCTGGGTCGACCACTGC 515 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GTGACCGCATCGGCATCCAGGCCTCCTCCAAGGTCTGGGTCGACCACTGC 354 
                                    * ***    *    *** **     *   ** **************** * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GAGTTCTCCTCCGCTCT---GGTCGCCGATAAGGATTACTACGACGGCCT 579 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAGCTCTACGCCACGCGCGAGGGCGTCGACAAGGACTTTTACGACGGCCT 565 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GACCTGTCCTCCG-ACA--AGAACAACGGCAAGGACTACTACGATGGTCT 401 
                                    **  * * * **   *    *  *  **  ***** *  ***** ** ** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CGTCGACGCTTCCCACGGCGCCGACTACATCACCATCTCCTACACCTACT 629 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGCCGACCTCTCCCACGCCGCCGACTGGGTCACCATCTCCAACGTCTACT 615 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTCGACATCACTCACGCCTCCATGGCCGTGACCGTCTCCAACACCTACA 451 
                                       ****    * **** * **       * *** ***** **  ****  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TCCACGACCACTGGAAGACCTCCCTCATCGGCCACAGCGAGAACAACGGC 679 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           TCCACGACCACTCAAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACAGCAACGCC 665 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TCCACGACCACTACAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACTCCAACTCT 501 
                                    ************  ***  ******* ********  ***   ****    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCCGAGGACAGCGGCCAC-CTCCGCGTCACCTACGCCAACAACTACTGGG 728 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCCGAAGACA-CGGGCACGCTGCGCGTCACCTACGCCAACAACCACTGGT 714 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTGAGGACACCGG-CAAGCTCTACGTCACCTACGCTAACAACCACTGGT 550 
                                    ** ** **** *** **  **   ************ ****** *****  
 
Figura 4-19: Alineamientos de las secuencias de cDNA reportadas para genes pel de 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae y Glomerella cingulata. Las 
zonas resaltadas con verde indican las regiones conservadas. Con azul se 
resaltan las zonas para los primers pel4.  
 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCGACGGTCTGAAAATCGAGGAAAGCACCAATGTCTGGGTCGACCACTCC 532 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCGACGCCATCACCATCCAGCTGTCCAAGAACGTCTGGGTCGACCACTGC 515 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GTGACCGCATCGGCATCCAGGCCTCCTCCAAGGTCTGGGTCGACCACTGC 354 
                                    * ***    *    *** **     *   ** **************** * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GAGTTCTCCTCCGCTCT---GGTCGCCGATAAGGATTACTACGACGGCCT 579 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAGCTCTACGCCACGCGCGAGGGCGTCGACAAGGACTTTTACGACGGCCT 565 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GACCTGTCCTCCG-ACA--AGAACAACGGCAAGGACTACTACGATGGTCT 401 
                                    **  * * * **   *    *  *  **  ***** *  ***** ** ** 
 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CGTCGACGCTTCCCACGGCGCCGACTACATCACCATCTCCTACACCTACT 629 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGCCGACCTCTCCCACGCCGCCGACTGGGTCACCATCTCCAACGTCTACT 615 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTCGACATCACTCACGCCTCCATGGCCGTGACCGTCTCCAACACCTACA 451 
                                       ****    * **** * **       * *** ***** **  ****  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TCCACGACCACTGGAAGACCTCCCTCATCGGCCACAGCGAGAACAACGGC 679 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           TCCACGACCACTCAAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACAGCAACGCC 665 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TCCACGACCACTACAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACTCCAACTCT 501 
                                    ************  ***  ******* ********  ***   ****    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCCGAGGACAGCGGCCAC-CTCCGCGTCACCTACGCCAACAACTACTGGG 728 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCCGAAGACA-CGGGCACGCTGCGCGTCACCTACGCCAACAACCACTGGT 714 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTGAGGACACCGG-CAAGCTCTACGTCACCTACGCTAACAACCACTGGT 550 
                                    ** ** **** *** **  **   ************ ****** *****  
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Figura 4-20: Alineamientos de las secuencias de cDNA reportadas para genes pel de 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae y Glomerella cingulata. Las 
zonas resaltadas con naranja indican las regiones conservadas. Con 
anaranjado se resaltan las zonas para los primers pel5.  
 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCGACGGTCTGAAAATCGAGGAAAGCACCAATGTCTGGGTCGACCACTCC 532 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCGACGCCATCACCATCCAGCTGTCCAAGAACGTCTGGGTCGACCACTGC 515 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GTGACCGCATCGGCATCCAGGCCTCCTCCAAGGTCTGGGTCGACCACTGC 354 
                                    * ***    *    *** **     *   ** **************** * 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GAGTTCTCCTCCGCTCT---GGTCGCCGATAAGGATTACTACGACGGCCT 579 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GAGCTCTACGCCACGCGCGAGGGCGTCGACAAGGACTTTTACGACGGCCT 565 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GACCTGTCCTCCG-ACA--AGAACAACGGCAAGGACTACTACGATGGTCT 401 
                                    **  * * * **   *    *  *  **  ***** *  ***** ** ** 
gi|5453411|gb|AF156983.1|           CGTCGACGCTTCCCACGGCGCCGACTACATCACCATCTCCTACACCTACT 629 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           CGCCGACCTCTCCCACGCCGCCGACTGGGTCACCATCTCCAACGTCTACT 615 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTCGACATCACTCACGCCTCCATGGCCGTGACCGTCTCCAACACCTACA 451 
                                       ****    * **** * **       * *** ***** **  ****  
gi|5453411|gb|AF156983.1|           TCCACGACCACTGGAAGACCTCCCTCATCGGCCACAGCGAGAACAACGGC 679 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           TCCACGACCACTCAAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACAGCAACGCC 665 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      TCCACGACCACTACAAGGGCTCCCTCGTCGGCCACTCCGACTCCAACTCT 501 
                                    ************  ***  ******* ********  ***   ****    
gi|5453411|gb|AF156983.1|           GCCGAGGACAGCGGCCAC-CTCCGCGTCACCTACGCCAACAACTACTGGG 728 
gi|5453415|gb|AF156985.1|           GCCGAAGACA-CGGGCACGCTGCGCGTCACCTACGCCAACAACCACTGGT 714 
gi|988218|gb|U32942.1|GCU32942      GCTGAGGACACCGG-CAAGCTCTACGTCACCTACGCTAACAACCACTGGT 550 
                                    ** ** **** *** **  **   ************ ****** *****  
 
Tabla 4-12: Características de los primers diseñados para la amplificación del gen pel  
de Colletotrichum acutatum.   
Dirección 
del primer 
Secuencia de nucleótidos %GC Tm Formación 
de dímeros 
Formación 
de loops 
Nombre de 
la pareja 
de primers 
Directo 5’-YCTACWTCCACGACCACT-3’ 50 54 0 0 pel3 
99 bp Reverso  5’-GTTGTTRGCGTAGGTGACG-3’ 55 58 1 2 
Directo 5’-GTCTGGGTCGACCACTSCGA-3’ 65 64 7 3 pel4 
140 bp Reverso 5’-TGTGGTCGTGGAWGTAG-3’ 57 53 0 0 
Directo 5’-GTCTGGGTCGACCACTSCGA-3’ 65 64 7 3 pel5 
158 bp Reverso 5’-TCGSWGTGGCCGAYGAGGGA -3’ 65 72 3 1 
 
A pesar de que estos primers seleccionados presentan formación de horquillas o dímeros 
con condiciones termodinámicamente favorables (∆G negativo), se decide ensayar 
experimentalmente estas parejas, teniendo en cuenta que el diseño de primers que no 
presentaran este tipo de interferentes no fue posible y que existen recursos 
experimentales que pueden ayudar a favorecer la generación del amplificado de interés 
disminuyendo la formación de horquillas y dímeros, como: disminución del número de 
ciclos, adición de dimetil sulfóxido DMSO, dilución del cDNA y relación cDNA:primers.  
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Las tres parejas de primers se sintetizan y su amplificación se realiza mediante RT-PCR 
empleando muestras obtenidas con el micelio del hongo Colletotrichum acutatum, 
obteniéndose amplificado para las tres parejas de primers diseñados figura 4-21. Para los 
primers denominados pel 3 se emplea una temperatura de anillamiento de 56°C, para los 
denominados pel 4 una temperatura de anillamiento de 60,7°C y para los denominados 
pel 5 una temperatura de anillamiento de 68°C. 
 
Figura 4-21: Resultados obtenidos durante la evaluación de los niveles 
transcripcionales para el gen pel con las diferentes parejas de primers 
diseñadas. 1) primers pel3, 3) primers pel 4 y 4) primers pel5. Gel con 
agarosa al 1,5%, 8 µL de producto. Tinción con solución de bromuro de 
etidio al 0,01%. 
 
 
 
Estas parejas de primers fueron empleadas para realizar un ensayo de RT-qPCR, 
empleando una muestra de micelio, correspondiente al cultivo realizado con cáscara del 
fruto maduro del día 9. Los resultados obtenidos para la amplificación del gen de interés  
por RT-qPCR con las parejas de primers seleccionadas se muestran en la figura 4-22.  
 
Figura 4-22: Resultados obtenidos para la evaluación de las parejas de primers 
diseñadas para la evaluación de los niveles transcripcionales del gen pel  
presente en el micelio del hongo Colletotrichum acutatum proveniente de 
los cultivos “in vitro” empleando RT-qPCR. a) primers pel3, b) primers pel4 
y c) primers pel5. 
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Figura 4-23: Resultados obtenidos para las curvas melting empleando los primers 
diseñados para la evaluación de los niveles transcripcionales del gen pel  
presente en el micelio del hongo Colletotrichum acutatum proveniente de 
los cultivos “in vitro” empleando RT-qPCR. a) primers pel3, b) primers pel4 
y c) primers pel5. 
 
 
c) 
a) 
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Los resultados obtenidos con las 3 parejas de primers muestran que los únicos que 
generan el fragmento de interés al emplear la técnica RT-qPCR son los que 
corresponden a los denominados pel5, razón por la cual son seleccionados para la 
obtención de un fragmento correspondiente al gen pel. La técnica de RT-qPCR permite 
realizar la cuantificación del gen de interés, empleando una curva de calibración 
realizada con un plásmido que contenga un fragmento correspondiente al gen de interés. 
Por lo que se decide emplear estos primers para obtener un fragmento que pueda ser 
empleado en la obtención de un clon que pueda servir para realizar la cuantificación 
absoluta de las muestras de los cultivos “ in vitro” de los ensayos realizados con pared 
celular o exocarpo del fruto de lulo en diferentes estados de maduración, para ver su 
efecto sobre los niveles transcripcionales del gen pel.  
 
c) 
b) 
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 Purificación del fragmento de interés 
 
Una vez seleccionados los primers (pel5), se procede a realizar la amplificación y 
purificación del fragmento de interés, para ser empleado en el proceso de clonación. 
Cuando se tiene una cantidad suficiente del fragmento, se emplea el kit de purificación 
PureLink®, el cual remueve eficientemente primers, dNTPs, enzimas, y sales de los 
productos de PCR, interferentes en el proceso de clonación. La figura 4-24, muestra los 
resultados obtenidos para los productos de PCR empleando los primers pel5 y el 
producto obtenido después del proceso de purificación. Estos resultados muestran 
claramente como la intensidad del fragmento de interés se ve aumentada y la banda 
correspondiente a los dímeros de primers se ve disminuida. Vale la pena resaltar que la 
existencia de estos dímeros de primers en las muestras no son interferentes en el 
proceso de clonación del fragmento para pel.  
 
Figura 4-24: Electroforesis del producto obtenido por PCR con los primers 
seleccionados para pel. 1) producto de PCR obtenido, empleando 8µL de 
muestra 2) producto de PCR purificado, empleando 5µL de muestra. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Tinción con solución de bromuro 
de etidio al 0,01%. 
 
 
 
 
 
 Selección de colonias transformadas con el vector que contiene el 
fragmento de interés 
 
Cinco colonias de las que crecieron dentro de las cajas de petri se seleccionan para 
verificar si tienen el plásmido de interés, esto se realiza picando cada una de ellas de 
manera independiente y colocándola dentro de un tubo que contiene los reactivos 
necesarios para realizar una PCR convencional, empleando los primers denominados 
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pel5, además de esto se emplea como control positivo el producto de PCR empleado en 
la purificación y como control negativo una muestra sin cDNA o bacterias, los resultados 
obtenidos se observan en la figura 4-25. Es claro que las cinco colonias presentan una 
transfección exitosa, por lo cual se puede trabajar con cualquiera de ellas para realizar la 
purificación del DNA plasmídico, así que se seleccionan las dos primeras para realizar 
este proceso.  
 
Figura 4-25: Electroforesis de las bacterias transfectadas. 1-5) bacterias transfectadas, 
6) control negativo y 7) control positivo. Electroforesis en gel de agarosa al 
1,5%. Tinción con solución de bromuro de etidio al 0,01%. 
 
 
 
 
 
 Purificación del DNA plasmídico 
 
Las células transfectadas seleccionadas son empleadas para realizar la extracción y 
purificación del DNA plasmídico, una vez finalizado el proceso se realiza una 
electroforesis para verificar el proceso de purificación figura 4-26. 
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Figura 4-26: Electroforesis del DNA plasmídico extraído de las bacterias transfectadas . 
1) colonia 1, 2) colonia 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. Tinción 
con solución de bromuro de etidio al 0,01%. 
 
 
 
4.11.2 Curva de calibración para el plásmido con el fragmento 
correspondiente al gen pel. 
 
Un vez purificado el DNA plasmídico, se realiza la curva de calibración empleando 
diluciones seriadas así: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000, los 
resultados obtenidos para la amplificación del fragmento de interés del gen pel, se 
muestran en la figura 4-27, los valores obtenidos para C(t) en la tabla 4-13 y los 
resultados de la curva melting en la figura 4-28.  
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Figura 4-27: Resultados obtenidos para la curva de calibración realizada con el DNA 
plasmídico, empleando los primers pel5, diseñados para la evaluación de 
los niveles transcripcionales para el gen pel presente en el micelio del 
hongo Colletotrichum acutatum proveniente de los cultivos “ in vitro” 
empleando RT-qPCR.  
 
 
 
Tabla 4-13: Resultados obtenidos para los C(t) de la curva de calibración realizada con 
el DNA plasmídico, empleando los primers pel5, diseñados para la 
evaluación de los niveles transcripcionales para el gen pel presente en el 
micelio del hongo Colletotrichum acutatum proveniente de los cultivos “ in 
vitro” empleando RT-qPCR. 
   
Dilución Replica 1 C(t) Replica 2 C(t) 
1/10 13,15 13,30 
1/100 16,28 26,20 
1/1000 20,63 20,81 
1/10000 23,81 24,53 
1/100000 27,73 27,92 
1/1000000 31,25 31,17 
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Figura 4-28: Resultados obtenidos para las curvas melting de los ensayos realizados 
para la curva de calibración con el DNA plasmídico, empleando los primers 
pel5, diseñados para la evaluación de los niveles transcripcionales para el 
gen pel presente en el micelio del hongo Colletotrichum acutatum 
proveniente de los cultivos “ in vitro” empleando RT-qPCR.  
 
 
 
Los resultados obtenidos en la tabla 4-13 indican que el DNA plasmídico presenta 
valores adecuados de C(t) para ser empleado en la realización de la curva de calibración, 
sin embargo, al analizar las curvas melting, figura 4-28, se encuentra que los primers 
empleados generan dímeros que interfieren drásticamente con la cuantificación, por lo 
cual no puede realizarse el estudio cuantitativo de las muestras obtenidas en los cultivos 
“in vitro” inducidos con pared celular o exocarpo del fruto del lulo en diferentes estados 
de maduración. Se realizan múltiples ensayos para tratar de eliminar la formación de los 
dímeros de primers, como: disminución del número de ciclos, adición de DMSO en las 
muestras de RT-qPCR y diferentes relaciones cDNA:primers; sin embargo, no es posible 
mejorar las condiciones para la amplificación del fragmento de interés. Por lo cual el 
plásmido purificado debe secuenciarse, con el fin de poder realizar un diseño de primers 
tomando como base la secuencia del hongo Colletotrichum acutatum,  para que éstos no 
presenten formación de horquillas o dímeros interferentes con los análisis 
transcripcionales, ya que ninguno de los primers diseñados para el gen pel, a partir de las 
secuencias de hongos similares reportadas en el GenBank dieron resultados 
satisfactorios.  
 
  
 
Conclusiones y recomendaciones 
 
5.1 Conclusiones 
 
Las condiciones adecuadas para la determinación de la actividad de la enzima 
poligalacturonasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum en medios de cultivo 
“in vitro” empleando como sustrato ácido poligalacturónico al 0,3%, fueron: pH 5,0, 37°C 
y un tiempo de incubación de 90 minutos.  
 
Las condiciones adecuadas para la determinación de la actividad de la enzima pectato 
liasa secretada por el hongo Colletotrichum acutatum en medios de cultivo “in vitro” 
empleando como sustrato ácido poligalacturónico al 0,3% fueron: pH 8,5, CaCl2 0,5 mM, 
45°C y un tiempo de incubación de 60 minutos.  
 
Las constantes cinéticas aparentes, determinadas en extracto crudo, para la enzima 
poligalacturonasa fueron: Km 4,3 mg/mL y Vmáx 6,4nkat/mg de proteína.  
 
Las constantes cinéticas aparentes, determinadas en extracto crudo, para la enzima 
pectato liasa fueron: Km  6,2mg/mL y Vmáx 5,9 nkat/mg de proteína.  
 
Las diferencias en los patrones de secreción, “ in vitro”, de las enzimas pectonilíticas 
poligalacturonasa y pectato liasa frente a inductores naturales  en diferentes estados de 
maduración, indican como los cambios bioquímicos del proceso de maduración del fruto 
modulan las herramientas empleadas por el patógeno en su proceso de patogenicidad.  
 
Las diferencias entre en los patrones de actividad enzimática obtenidos con pared celular 
o exocarpo del fruto, para las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa, indican que la 
composición de la barrera de contacto del hospedero, influye en la secreción o inducción 
de las enzimas pectinolíticas secretadas por el patógeno Colletotrichum acutatum. 
 
La enzima poligalacturonasa secretada por Colletotruchum acutatum se comportó como 
una enzima constitutiva inducida únicamente en presencia de pared celular y exocarpo 
proveniente del fruto de lulo en estado pintón.  
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La enzima pectato liasa secretada por Colletotrichum acutatum se comportó como una 
enzima inducible por la adición de exocarpo del fruto en todos los estados de maduración 
o pared celular en estado pintón y maduro.  
 
El estado de madurez pintón se podría considerar como el más relevante en la 
interacción Colletotrichum acutatum- Solanum quitoense Lam, ya que fue el único que 
indujo la secreción de las enzimas poligalacturonasa y pectato liasa con pared celular y 
exocarpo del fruto.  
 
El hongo Colletotrichum acutatum alcalinizó el medio de cultivo a medida que 
trascurrieron los días del ensayo y no se observó influencia de los inductores, con los tres 
estados de madurez  ensayados, en el valor del pH del medio de cultivo.  
 
La secreción de la enzima poligalacturonasa, por parte del hongo, se dío cuando el pH 
del medio de cultivo aún se encontraba en la región ácida; mientras que la pectato liasa 
fue secretada cuando el pH del medio alcanzó la región neutra o alcalina, hecho que 
muestra la importancia del pH en esta interacción hospedero-patógeno. Sin embargo, no 
se pudo correlacionar un valor específico de pH con la secreción enzimática, como se ha 
reportado en otros modelos de interacción.  
 
Se seleccionó como mejor método de extracción de RNA de micelio del hongo 
Colletotrichum acutatum, el procedimiento llevado a cabo empleando el reactivo 
comercial Tri reagent®. 
 
No se recomienda el gen β-tubulina como gen control, para el análisis transcripcional de 
genes presentes en el hongo Colletotrichum acutatum, debido a que no presenta un nivel 
de expresión constante. 
 
Se seleccionaron primers que permitieron la amplificación de un fragmento 
correspondiente al gen pg de Colletotrichum acutatum; el cual podría ser secuenciado 
para diseñar unos primers que no presenten formación de horquillas o dímeros, 
interferentes en los análisis de RT-qPCR. 
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Se obtuvo un plásmido que contiene un fragmento de la secuencia que corresponde al 
gen pel del hongo Colletotrichum acutatum, el cual podría ser secuenciado para diseñar 
unos primers que no presenten formación de horquillas o dímeros, interferentes en los 
análisis de RT-qPCR. Además, este plásmido puede emplearse para realizar análisis de 
cuantificación absoluta de este gen.  
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5.2 Recomendaciones 
 
Realizar ensayos que permitan evaluar si existe una relación entre la secreción de las 
enzimas poligalacturonasa y pectato liasa, por parte del hongo Colletotrichum acutatum, 
con el pH del medio de cultivo, permitiendo estudiar además, si éste tiene alguna relación 
con el estado de maduración del fruto. 
 
Además del pH, evaluar condiciones como azúcares o diferentes fuentes de nitrógeno 
empleados para realizar los medios de cultivo “ in vitro” de Colletotrichum acutatum, ya 
que en otros hongos patogénicos, se ha encontrado que éstas son señales que de 
manera independiente regulan la transcripción de los genes requeridos para los procesos 
de patogenicidad y para la transición de el estado quiescente biotrófico al necrotrófico en 
el proceso de colonización de este hongo.  
 
Secuenciar el fragmento que se obtiene empleando los primers seleccionados para pg, 
de tal manera que se pueda llevar a cabo un diseño de primers que no presenten 
formación de horquillas o dímeros, para poder realizar el análisis transcripcional por RT-
qPCR, de este gen, presente en el genoma del hongo Colletotrichum acutatum. 
 
Secuenciar el plásmido que contiene el fragmento del gen pel, correspondiente a 
Colletotrichum acuatum, para poder realizar un diseño de primers que no presenten 
formación de horquillas o dímeros, que permitan llevar a cabo el análisis transcripcional 
por RT-qPCR, de este gen, presente en el genoma de este patógeno. 
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Realizar el estudio de otras enzimas que pueda emplear el hongo Colletotrichum 
acutatum, en su proceso de penetración, invasión y colonización de frutos de lulo 
Solanum quitoense Lam, de tal manera que se pueda conocer más acerca de las 
herramientas empleadas por este patógeno en el proceso de infección conocido como 
antracnosis.  
  
 
A. Anexo: Protócolo para la 
cuantificación de proteína según 
Bradford M. (1976) linealizado por 
Zor y Sellinger (1996) 
 
Para realizar la cuantificación de la cantidad de proteína presente en los extractos 
enzimáticos obtenidos, se optó por un ensayo de alta sensibilidad como lo es el método 
de Bradford, donde se empleó BSA (Albúmina sérica Bovina) como patrón. Para esto se 
preparó un stock de 1 mg/mL, con el cual se realizó una curva de calibración entre 0-14 
µg de proteína y se completó hasta 50 µL con agua destilada. Posteriormente se 
adicionaron 500 µL del reactivo de Bradford a cada muestra, se agito durante 10 
segundos en vortex y luego se dejaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las 
lecturas se llevaron a cabo empleando la relación de absorbancias entre 590/450 nm, 
empleando como blanco agua destilada. Los resultados obtenidos se pueden observar 
en la gráfica A-1. 
 
Gráfica A-1.  Curva de calibración para la determinación de proteína por el método 
de Bradford. 
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Para la preparación del reactivo de Bradford se pesaron 10 mg de Azul de comassie G-
250 y se disolvieron en 5,00 mL de etanol. Posteriormente se adicionaron 10,00 mL de 
ácido fosfórico y se llevó a 100 mL con agua destilada. Se filtró por lo menos 2 veces y 
se guardó en frasco ámbar a 4ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
B. Anexo: Protócolo para la 
determinación de la actividad de 
poligalacturonasa por el método de 
Nelson-Somogyi 
Para realizar la medida de actividad de la enzima poligalacturonasa presente en los 
extractos enzimáticos obtenidos, se optó por un ensayo de alta sensibilidad como lo es el 
método de Nelson-Somogyi, donde se empleó glucosa como patrón. Para esto se 
preparó un stock de 200 µg/mL en solución amortiguadora de ácido acético-acetato de 
sodio 0,100 M pH 5,00, con el cual se realizó una curva de calibración entre 0-200 
µg/mL, las cantidades empleadas se listan en la tabla B-1. Posteriormente se adicionaron 
200 µL del reactivo de somogyi I y 50 µL del reactivo de somogyi II a cada muestra, se 
agito durante 10 segundos en vortex y luego se calentaron a 80ºC durante 20 minutos. 
Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 200 µL del 
reactivo de Nelson y 1000 µL de agua destilada a cada muestra, se agitaron en vortex 
durante 10 segundos y luego se dejaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las 
lecturas se llevaron a cabo a 500nm, empleando como blanco solución amortiguadora de 
ácido acético-acetato de sodio 0,100 M pH 5,00. Los resultados obtenidos se pueden 
observar en la gráfica B-1. 
Tabla B-1: Composición de las mezclas para la curva de calibración del método de 
Nelson y Somogyi 
Concentración de 
glucosa (µg/mL) 
Volumen de patrón de 
glucosa (µL) 
Volumen de solución 
amortiguadora (µL) 
0 0 250 
25 31 219 
50 62 188 
75 94 156 
100 125 125 
125 156 94 
150 188 62 
175 219 31 
200 250 0 
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Gráfica B-1:  Curva de calibración de glucosa para el método de Nelson y Somogyi.  
 
 
Preparación de reactivos técnica de Nelson & Somogyi 
 
Preparación de 200 mL de solución Somogyi I: Solubilizar en un vaso de precipitados 
de 250 mL, 36,00 g de sulfato de sodio en 120 mL de agua destilada con agitación 
magnética a 30C. Luego, adicionar 6,00g de carbonato de sodio y 3,00g de tartrato de 
sodio y potasio. Transferir  cuantitativamente a un balón aforado de 200mL y llevar a 
volumen con agua destilada. 
 
Preparación de 100 mL de solución Somogyi II: Solubilizar 6,00g de sulfato de cobre 
*5 H2O en 30,0 mL de agua destilada, por otra parte solubilizar 18,00g de sulfato de 
sodio anhídro en 30,0 mL de agua destilada; empleando agitación magnética. Transferir 
las dos soluciones cuantitativamente a un balón aforado de 100mL y llevar a volumen 
con agua destilada. 
 
Preparación de 250mL de solución de Nelson: Solubilizar 13,28 g de molibdato de 
amonio en 150,0 mL de agua destilada empleando agitación magnética. Adicionar 8,50 
mL de ácido sulfúrico 98%, empleando cabina de extracción, guantes y gafas. 
Posteriormente agregar 0,50 g de Arseniato ácido de sodio. Transferir cuantitativamente 
a  un balón de 250mL  y llevar a volumen con agua destilada. Almacenar en frasco ámbar 
protegido de la luz, incubar a 37C durante 24 horas con agitación reciprocante a 90 rpm.  
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